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Patologia biochimicá a inregistrat mari progrese in ultimii zece 
ani, iar aceste achiziţii au fost relativ rapid asimilate de către. labora- 
toarele clinice. 

Asa, de exemplu, progresele imunochimiei permit astăzi dozarea 
relativ ușoară și deosebit de precisă a fiecărei din cele peste 90 de pro- 
teine plasmatice. Metodele imunochimice si electroforeza in gel de po- 
liacrilamidă fac, dde asemenea, posibile detectarea și chiar dozarea apo- 
lipoproteinelor (componente proteice ale lipoproteinelor). Este impor- 
tant de arătat însă că laboratoarele clinice: nu s-au limitat doar la 
preluarea și aplicarea în practică a metodelor si datelor furnizate de 
cercetările cu caracter fundamental, ci au contribuit în mod efectiv la 
dezvoltarea cunoștințelor teoretice din domeniul patologiei. De fapt, 
prin confruntarea manifestărilor clinice cu datele de laborator care 
relevau anomalii marcate ale anumitor componente ale plasmei (de 
exemplu, antitripsina, transferina, apolipoproteina E etc.) s-au putut 
trage concluzii valabile asupra semnificației funcționale a respectivelor 
proteine sau apolipoproteine. Amintim aici că descoperirea receptorilor 
celulari responsabili de captarea și metabolizarea lipoproteinelor (pre- 
miul Nobel pentru medicină pe 1985) a pornit de la studiul clinic și de 
laborator al subiecților cu hipercolesterolemie familială. Ne putem, de 
asemenea, imagina perspectivele pe care le deschid intervenţiile chi- 
rurgicale de tipul transplantului de ficat pentru elucidarea, în condiţii 
experimentale, a rolului jucat de acest organ în economia proteinelor 
și lipoproteinelor plasmatice la om. Un alt domeniu în care studiile 
clinice și de laborator au adus contribuţii cu caracter fundamental este 
acela al inducerit de enzime sub acţiunea medicamentelor si în genere 
a substanțelor străine organismului (xenobiotice). Apare astfel din. ce 
în ce mai clar că biochimia clinică poate gi trebuie să contribuie nu nu- 
mai la stabilirea diagnosticului si la evaluarea eficacitátii terapiei, dar 
şi la elucidarea mecanismelor patogenice. De fapt, în stadiul actual de 
dezvoltare a științei, clinica nu se mai poate limita la aspectele de con- 
juncturá bazate pe analogii si statistici, ci trebuie să meargă spre o 
medicină a certitudinii în care manifestările clinice își găsesc o expli- 
catie verificabilă experimental si care totodată este în măsură să sta- 
bilească natura defectului molecular care stă la baza îmbolnăvirii. 

Acestea sînt motivele pentru care în materialul de față am insistat 
asupra mecanismelor prin care se ajunge la modificările biochimice cu 
rol diagnostic. După părerea. noastră înțelegerea valorii diagnostice si 
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a limitelor unui test de laborator implică in mod necesar cunoașterea 
mecanismelor amintite. ! 

In literatura de specialitate s-a introdus nomenclatura SI (sistem in- | 
ternational) care va înlocui progresiv exprimarea c/g/s). Conform aces- 
tei nomenclaturi, colesterolul,  trigliceridele, ureea, glucoza etc. nu . 
se mai exprimá ca mg/dl ci ca mmoli/l sau wmoli/l. Există de: 
asemenea tendința, încă controversată, de a exprima activitățile en- . 
zimatice in micro- sau nanokatali. In materialul prezentat in acest . 
volum am folosit ambele forme de exprimare si am indicat toto- 
. dată coeficienţii de transformare din mg/dl in mmol/l, în dorința de a 
accelera însușirea formei de exprimare SI de către clinicieni si de către ' 
personalul laboratoarelor. 

In alegerea capitolelor care alcătuiesc acest. prim: volum am 'pornit 
de la frecventa cu care sint solicitate laboratorului. diversele ` analize 
biochimice si bineinteles in functie de interesul autorilor pentru anu- 
mite probleme de patologie si implicit de a ead juli lar personala ín 
respectivele domenii. 

Alüturi de schemele clabpite preluate din literatura de specialitate, 
am căutat să ilustrăm materialul cu observaţii proprii obținute din prac- 
tica de zi cu zi a laboratorului Clinicii Medicale I din Cluj-Napoca. De 
altfel, discuţiile purtate cu colegii din secția clinică au contribuit in 
mare măsură la redactarea diverselor capitole. 

. Aducem pe această cale mulțumiri tuturor celor care ne-au DN 
la ducerea la bun sfirsit a acestui prim volum si sintem in special re- 
cunoscátori Editurii Dacia de care ne leagá o veche şi fructuoasă cola- 
borare. 


Prof. Dr. docent M. CUCUIANU 
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I. HIPERLIPOPROTEINEMIILE 
SI ATEROSCLEROZA 


1.1. ARGUMENTE PENTRU TEORIA METABOLICA A 
 ATEROSCLEROZEI 


Concepţia după care anumite anomalii ale lipoproteinelor plasma- 
tice se insotesc de acumulare de esteri de colesterol si de alte lipide in 
fesutul conjunctiv al peretilor arteriali si implicit la dezvoltarea precoce 
a cardiopatiei ischemice este sustinutá astazi de o serie dej argumente 
de ordin experimental, de ordin epidemiologic precum si de numeroase 
observatii clinice si de laborator. 


Pe plan experimental s-a arátat cá un regim bogat in colesterol pro- 
duce o incárcare cu lipide a peretilor aortei la animalele studiate. Pri- 
mele experimente de acest fel au fost efectuate pe iepure, erbivor care 
nu consumá in mod obisnuit colesterol. Administrind iepurelui per os 
mari cantitati din acest. lipoid se ajunge la acumulári de colesterol nu 
numai in artere ci si in vezica biliará si in macrofagele din ganglionii 
„limfatici, ficat si splină. S-a ridicat astfel întrebarea daca o astfel de 
tezaurismoză colesterolică poate prezenta o analogie cu fenomenul de 
aterogenezá intilnit la om. 


Cercetări ulterioare, efectuate prin încărcări alimentare cronice de 
lipide şi colesterol la porcul miniatural si la maimutele superioare, au 
reprodus însă leziuni aterosclerotice foarte asemănătoare cu cele întilnite 
la om, observîndu-se chiar aspecte care sugerau infarctul miocardic (22). 


Studiile experimentale au evidenţiat şi posibilitatea apariţiei unei 
hiperlipoproteinemii (hipercolesterolemii) spontane, în lipsa oricărei in- 
«cărcării alimentare, la iepurii care prezentau un anumit defect în pro- 
cesul de metabolizare a lipoproteinelor (20). Astfel de mutații, generind ` 
apariţia unor hiperlipoproteinemii si a unei ateroscleroze consecutive la 
animale de experiență, au o importanţă deosebită pentru studierea me- 

canismelor care duc la perturbarea metabolismului lipoproteinelor și la 
dezvoltarea ulterioară a leziunilor aterosclerotice ale vaselor. ` 


Pe plan epidemiologic s-a arătat că incidenţa aterosclerozei şi mor- 
talitatea prin infarct miocardic sînt mai ridicate în ţările puternic in- 
dustrializate, unde și nivelul colesterolemic este crescut. Între ţările 
cu o incidență deosebit de ridicată a aterosclerozei se numără Fin- 
landa, Suedia, RFG, SUA, în timp ce mortalitatea prin infarct miocar- 
dic este mult redusă în tari ca Vietnamul, Coreea sau unele ţări în 
curs de dezvoltare din Africa sau America Latină (47). 
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Anchetele alimentare au fost in másurá sà precizeze cà procentul. 
de lipide saturate, de origine animalá, si de colesterol din ratia finlan- 
dezilor, suedezilor si americanilor este mult mai ridicat decit in ca- 
zul regimului alimentar al vietnamezilor sau al coreenilor (3,47). 

Nu trebuie uitat însă cà cele două grupe de populaţie amintite mai 
sus diferă nu numai în privinţa tipului de alimentaţie dar si sub alte 
aspecte ale modului de viaţă ca de exemplu sedentarismul sau stările 
de încordare psihoemotionalá impuse de situaţiile competitive din socie- 
tatile moderne. S-a ridicat și preblema unor particularităţi geografice 
sau rasiale avindu-se în vedere marile deosebiri între diversele popu- 
latii urmărite. 

O contribuţie importantă la elucidarea acestor aspecte a fost adusă 
de cercetări efectuate în regiunea Clujului, investigindu-se ratia ali- 
mentară, colesterolemia şi incidenţa manifestărilor clinice ale atero- 
sclerozei la locuitorii de acecasi rasă din două comune învecinate ase- 
mănătoare sub. aspect geografic. Într-una din comune, Finisel, ratia ali- 
mentară a locuitorilor insuma 3000 calorii din care 250, era 
reprezentatá de lipide iar nivelul mediu al colesterolemiei era 160 
mg/dl (la barbatii intre 50—59 de ani), pe cind in cealaltá comuná 
(Vlaha), valoarea energeticá a alimentelor ingerate era de 4100 calorii, 
din care 38%/ lipide, iar colesterolemia medie la aceeași grupă de vîrstă si 
sex se situa la 188 mg/dl. Ceea ce este deosebit de interesant este însă 
faptul că incidenţa bolilor cardiovasculare a fost mai mult decît dublă la | 
populaţia care se alimenta cu un regim bogat în lipide si avind un nivel 
mai ridicat al colesterolemiei (34, 35). | 

Poate cà cel mai puternic argument in favoarea teoriel metabolice 
a aterosclerozei este reprezentat insá de observatiile prospective de 
lungá duratá care urmáresc aparitia manifestárilor clinice de atero- 
sclerozá la subiectii care initial erau aparent sánátosi. Bine cunoscutul 
studiu de la Framingham a demonstrat astfel in decurs de 5 ani o inci- 
Genta de patru ori mai mare a infarctului miocardic la subiectii cu ni- 
velul colesterolului peste: 270 mg/dl, fatá de cei care aveau colestero- 
lemie sub 200 mg/dl (27). 

Studii clinice si de laborator au arátat cá leziunile aterosclerotice 
survin frecvent în afecțiuni care se însoțesc adeseori de o importantă 
creştere a colesterolemiei. Astfel de afecţiuni sînt sindromul nefrotic, 
diabetul zaharat si hipotiroidismul.. Este important de menţionat că hi- 
percolesterolemia familială se asociază în marea majoritate a cazurilor 
cu o ateroscleroză severă și precoce astíel încît homozigotii pentru 
această anomalie ajung la deces Zei infarct miocardic inaintea virstei de 
30 de ani (34, 35, 45). 

Observatiile clinice au mai arătat că o bună parte a bolnavilor cu 
cardiopatie ischemică prezintă un nivel mai crescut al lipidelor serice 
faţă de subiecţii sănătoși de aceeași vîrstă. Există însă și numeroase 
neconcordante între datele clinice si cele de laborator; se pot astiel 
întîlni persoane clinic sănătoase care prezintă hiperlipemie. În lumina 
studiilor prospective (longitudinale) menţionate anterior, astfel de per- 
soane pot fi considerate ca fiind predispuse la aterosclerozá, aflindu-se 
íntr-un stadiu initial al acestei boli sau ín orice caz prezentind un 
important factor de risc. Asa cum se va vedea în.cele ce urmează, 
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existá insá si anumite tipuri de hiperlipemii care nu se asociazá frec- 
vent cu ateroscleroza. i 

Se constată şi cazuri de ateroscleroză clinic manifestă care nu pre- 
zinta hiperlipemie. Se admit mai multe explicaţii ale unor astfel de 
situații. Așa, de exemplu, la bărbaţii virstnici (peste 65 de ani), nivelul 
lipidelor serice tinde adeseori să scadă existind astfel posibilitatea, ca 
leziunile aterosclerotice, instalate într-o perioadă anterioară, să se ma- 
nifeste clinic la o vîrstă înaintată, cînd alterările spectrului lipidic se 
atenuează. O altă explicaţie o poate constitui evoluţia fazicá a modifi- 
cărilor lipidice, perturbarea metabolismului acestora evoluind în pu- 
seuri care de multe ori coincid cu creşteri ale valorilor tensionale sau 
cu oscilații ponderale şi care în unele cazuri pot fi puse în legătură 
cu stări de încordare psihoemoţională. O a treia explicaţie a acestor 
discordante o constituie scăderea lipoproteinelor serice în zilele următoare 
unui infarct miocardic, care produce o stare de soe ou o congestie con- 
secutivă a ficatului si scăderea capacităţii de sinteză hepatică a lipo- 
proteinelor. Nu trebuie uitat apoi că arteriopatiile pot fi de natură 
inflamatorie (ricketsianá, reumatică) si cá în aceste cazuri nivelul lipi- 
delor serice poate fi normal. Pe de altă parte, fumatul, hipertensiunea 
arterială si puseele inflamator alergice, evoluind cu complexe imune 
„circulante, pot contribui la dezvoltarea leziunilor aterosclerotice ale va- 
selor chiar și în lipsa unei hiperlipoproteinemii importante. De altfel, 
așa cum se va vedea pe parcurs (vezi pag. 75), legătura dintre hi- 
perlipemie și leziunile aterosclerotice. depinde si de anumite particulari- 
tati ale structurii lipoproteice (lipoproteinele mai bogate în apolipopro- 
teină B sint mai aterogene), de raportul dintre lipoproteinele cu den- 
sitate joasá (LDL) si cele cu densitate mare (HDL) (de fapt raportul 
apolipoproteiná B/apolipoproteiná A), precum si de reactivitatea endo- 
teliilor, macrofagelor, probabil si a altor celule implicate local. 

Cu toate rezervele amintite, se poate afirma cá determinările de 

lipide si lipoproteine serice sînt de un real folos practic pentru de- 
pistarea subiectilor cu risc major de a dezvolta ateroscleroza precoce 
a coronarelor precum si pentru precizarea naturii aterosclerotice a unei 
arteriopatii. ¡ed! 

Argumentelor prezentate li se adaugá si observatiile recente (48) 
dupa care aplicarea in anumite comunitáti a unor másuri igienodie- 
tetice (respectiv reducerea consumului de grásimi saturate si de coleste- 
rol din alimentatie) au reusit sá reducá substantial mortalitatea si 
morbiditatea cauzatá de afectarea ateroscleroticá a vaselor (vezi pag. 67). 

Sint deci explicabile atit interesul deosebit aratat in literatura 
medicala pentru studiul lipoproteinelor cit si marile progrese realizate 
in domeniul fiziopatologiei metabolismului lipidic. 


1.2. METABOLISMUL LIPOPROTEINELOR ȘI TRANSPORTUL. 
i . PLASMATIC AL LIPIDELOR fan ae 3 "Za 
Principalele achizitii ale ultimilor ani privind metabolismul lipo- 


proteinelor se referă mai ales la natura si semnificația funcțională a 
apoproteinelor, componentele proteice ale lipoproteinelor precum si la 
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receptorii celulari responsabili de captarea, internalizarea si degradarea 
intracelulara a lipoproteinelor. 

Aceste descoperiri au permis o aprofundare a mecanismelor prin 
care se ajunge la creşterea diferitelor clase de lipoproteine si implicit 
la o reconsiderare pe baze fiziopatologice a clasificării hiperlipoprotei- 
nemiilor în anumite tipuri. 


(1.2.1. STRUCTURA LIPOPROTEINELOR. DIVERSE CLASE DE 
^ LIPOPROTEINE 


| Lipidele sînt menținute în mediul apos al plasmei datorită formării 
| unor complexe cu anumite grupări proteice cunoscute sub denumirea de 
apolipoproteine sau apoproteine. Aceste complexe — lipoproteinele — 
sînt de regulă particule sferice avînd la suprafaţa lor molecule cu gru- 
‘pari polare hidrofile respectiv proteine, fosfolipide si colesterol liber — 
iar în centru trigliceride si esteri de colesterol, care au un caracter hi- ` 
drofob. Legăturile dintre apoproteine si. lipide se datoresc cel putin 
in parte proprietátii lanturilor polipeptidice de a forma structuri he- 
- licoidale, avînd atît suprafeţe hidrofobe (in contact cu miezul lipidic) 
cit si radicali hidrofili (în contact cu mediul apos). O BEER ere sche- 

. matica a lipoproteinelor este redatá in fig. 1.1. 
| Deși toate lipoproteinele plasmatice conţin atit proteine cit si co- 
lesterol, trigliceride si fosfolipide, ele diferă in privința raportului din- 
tre proteine si lipide, a rapor- 
ZE. Eu tului dintre diferitele compo- 
h in Á | nente lipidice precum si in ce- 
N AZ ea: ce priveste natura apo- 
proteinelor din compozitia lor. 
J /Fosfohpio. Diferentele de structurá se re- 
Le? percutá asupra. proprietăților 
> piei | fizico-chimice ale lipoproteine- 
2 Colesterol ¡lor, ca, de exemplu, densita- 
MN DER ¡tea másuratá prin ultracentri- . 
q d ra, pă ‚fugare sau viteza de migrare 
Qa n H fea A, -electroforeticaéa. De altfel clasi- 
y H o M P colesterol ficarea lipoproteinelor plasma- 
D tice se face tocmai pe baza 
d 2 PN. ¿comportării lor la ultracentri- 
BYY ç Ó fugare sau la electroforezà (24, 


Fig. 1.1. Reprezentare schematic’ a unei parti- E 1 be ; 
cule de LDL., Schematizare după datele din lite- — Separarea prin ultracentri- 
raturá (7). Se poate vedea că această particulă fugare se bazeazá pe faptul cà 
sferică, cu un diametru de 22 nm, confine in prin acest procedeu, efectuat în- 
miezul ei esteri de colesterol hidrofobi inveliti  tr-un mediu cu o anumită den- 


de o peliculă de colesterol liber şi fosfolipide in o nuni : 
care se găsește parțial înglobată o moleculă pro- State, unele fracțiuni ale lipo- 


_teicá — apolipoproteina B. proteinelor, si anume acelea mai 
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bogate in trigliceride si esteri de colesterol, dar mai sárace in proteine si 
avînd o densitate mai mică, tind sá urce la suprafaţă (sa floteze). 

Viteza de flotare a lipoproteinelor poate fi exprimatá in unitáti 
Svedberg de flotatie, fiecărei clase corespunzindu-i un anumit coefi- 
cient de flotatie (S,) (1 Svedberg fiind egal cu 10713 em/s/dyn/g la 26°C). 

Alt mod de exprimare se bazeazá pe densitatea relativá a lipopro- 
teinelor (g/ml). 

Separarea electroforeticá a lipoproteinelor, bazată pe diferenţele 
de incarcare electricá si greutate moleculará, se realizeazá in agaroza 
sau in gel de poliacrilamidá. Desi metoda electroforezei in agaroza este 
mai expeditivá si mai accesibilá laboratorului clinic, literatura de spe- 
cialitate clasifică lipoproteinele mai ales ‘pe baza densităţii lor. În ta- 
belul 1.1. sint redate caracteristicile si compozitia diferitelor clase de 
lipoproteine indicind totodatà mobilitatea lor electroforetica. 

Dupà cum reiese din tabel, chilomicronii, proveniti din lipidele ali- 
mentare, absorbite din intestin, sînt alcătuiți müái-ales-dim- trigliceride. 
Avînd in structura lor doar mici cantităţi de apoproteine, densitatea chi- 
lomicronilor este extrem de joasá, acestia flotind cu usurintá, iar datorità 
slabei lor incarcari electronegative nu migreazá electroforetic. 


Un continut important de trigliceride se gaseste si in lipoproteinele . 


cu densitatea foarte joasă (prebeta lipoproteine, VLDL), dar spre deo- 


sebire de chilomicroni, aceste trigliceride sint de provenienţă endogená : 
fiind sintetizate la nivelul ficatului. Desi mai voluminoase decît LDL . 
(beta lipoproteine), VLDL migreazá inaintea acestora la electroforeza in : 


agaroza, probabil datorità unor apoproteine cu puternica incarcare elec- 


tronegativa. Pe de alta parte, la electroforeza in gel de poliacrilamida, , 
care realizează o „cernere moleculară“, VLDL migrează înapoia LDL. : 

Lipoproteinele cu densitate joasă (LDL, beta lipoproteine) bogate în | 
esteri de colesterol si avind, practic, o singurá apoproteiná majora in . 


structura lor (apoproteina B) au putut fi subdivizate in douá subfractiuni: 
- LDL, (densitate 1,006—1,019 g/ml) si LDL» (densitate 1,019—1,063 g/ml), 
aceasta din urma reprezentind componenta majora din plasma. 

La rindul lor, lipoproteinele cu densitate mare (HDL, alfa lipopro- 
teinele) au fost subimpártite in HDL, (densitate 1,063—1,125 g/ml), 
HDL; (densitate 1,125—1,21 g/ml). Există si cantităţi infime dintr-o sub- 
clasă. HDL; avînd un conţinut mai ridicat, în esteri de colesterol decît 
HDL». Semnificatia subfractiunilor LDL si HDL va putea fi inteleasa 
dupà prezentarea metabolismului lipoproteinelor (vezi pag. 35 si pag. 39). 


Alte lipoproteine (Lp (a), B-VLDL, Lp (x). Corespondenta între frac- + 


tiunile obţinute pe baza densităţii prin ultracentrifugare si cele separate 
electroforetic (tabelul 1.1) nu este intotdeauna respectata. Asa, de exem- 
plu, la 10—209/, din subiecti (normo- sau hiperlipemici) se constată cres- 
terea unei prebeta lipoproteine care insá, avind o densitate mai ridicatá, 
nu floteazá ci sedimenteazá. Această prebeta lipoproteină care „se scu- 
funda (sinking reb) sau Lp (a) nu are o semnificatie inca bine 
definita. 


Avind de altfel o compdzitle lipidicá si o densitate (1,05—1,10 g/ml), 
similará cu LDL, discriminarea dintre Lp(a) si LDL a intimpinat difi- ` 


cultati pînă cînd metodele imunochimice ‘au fost în măsură să demon- 
streze o structură particulară a componentelor proteice din '—Lp(a) Se 
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stie astazi cà aláturi de apoproteina B, caracteristicá pentru LDL, Lp(a) 
mai contine o glicoproteiná cu greutate moleculară de 650.000 legata prin 
punti disulfidice de apo B si denumita apoproteina (a). Nivelul plas- 
matic de Lp(a) variazá de la nedecelabil la peste 100 mg/dl dar mai 
bine de 75%/) din populație prezintă valori sub 20 mg/dl. Recent (40 b), 
s-a arătat că nivelul crescut de Lp(a) creează o accentuată predispozitie 
pentru dezvoltarea aterosclerozei, iar analiza structurii apoLp(a) a evi- 
dentiat că un segment al acestei glicoproteine prezintă o izbitoare ana- 
logie cu cea a plasminogenului, ceea ce sugerează o posibilă inhibare 
competitivă a fibrinolizei de către Lp(a). i 

Din catabolismul VLDL rezultă lipoproteine cu densitate interme- 
diara (IDL, densitate între LDL si VLDL) în cantități foarte mici la su- 
biecti normali. In hiperlipoproteinemia tip III si alimentatia hipercoles- 
terolemiantá apare însă o fracțiune constituită din resturi catabolizate . 


partial de VLDL si de chilomicroni, care flotează împreună cu VLDL 


dar migreazá electroforetic cu beta lipoproteinele de unde si numele de 
beta-VLDL (beta lata, beta care floteazá). 


O lipoproteinà care apare in cazurile de colestazá extrahepatica (icter 
mecanic) este așa-zisa lipoprotein X (Lp X). La electroforeza in agarozá 
Lp X migrează înapoia fracțiunii beta iar în cazul electroforezei în. agar 
este singura lipoproteiná care migreazá spre polul negativ. Ca structurá 
Lp X s-a dovedit alcátuitá mai ales din colesterol liber, fosfolipide si mici 
cantitati de apoproteina C. | , 

In cele ce urmeazá vom analiza pe scurt diversele componente care 
intra in structura lipoproteinelor. j 


1.2.1.1. APOPROTEINELE 


Gratie metodelor imunochimice cit si electroforezei in gel de poli- 
acrilamida a lipoproteinelor in prealabil separate prin ultracentrifu- 
gare si delipidate s-au putut izola o serie de proteine care poarta denu- 
mirea de apoproteine (tabelul 1.2). S-a putut preciza cá locul de sinteza 
al apoproteinelor este reprezentat de ficat si intestin, s-au determinat 
greutátile lor moleculare precum si secventa aminoacizilor din structura 
lor si s-au facut eforturi pentru a intelege semnificatia lor functionalà 
(7,45). In esentá, rolul apoproteinelor ar putea fi astfel sistematizat: 

A) Apoproteinele asigură menţinerea în soluţie a lipidelor plasmatice 
si implicit transportul lor; ` | pompa, 

B) Unele apoproteine constituie cofactori importanti ai unor reactii 
enzimatice implicate în metabolismul lipidelor. Asa, de exemplu, apo C-I | 
este un cofactor al lipoproteinlipazei (LPL) cu rol in hidroliza triglice- 
ridelor din chilomicroni si VLDL (vezi pag. 27). De asemenea, apopro- 
teina A-I este un cofactor al reacției de esterificare a colesterolului cata- 
lizatá de lecitin-colesterol-aciltransferazá (LCAT)  (vezi pag. 34); 

C) O serie de apoproteine, ca de exemplu apo B-100 in LDL, 
apo B-48 in chilomicroni si apo E in VLDL. IDL si HDL reprezinta li- 
ganzii, respectiv unitátile prin intermediul cárora receptorii celulari re- 
cunosc, capteazá si internalizeazá pentru catabolizare lipoproteiriele res- 
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Tabelul--1.2 


Caracteristiel şi funcțiuni ale apoproteinelor. Toate apoproteinele au rol in menținerea i 
Strueturil sl respectiv stabilitatea lipoproteinelor LCAT-lecitincolesterol-nelltransferaza, EPL- 
lipoproteinlipază, după datele din literatură (7, 18, 40 45). 


Greutate | Concentrafie Clasa de lipo- y 
: plasmaticá A ME 
Apoproteine moleculară Mem proteine in care Functie 
aproximativă (mg/dl) apare 
/ E, | HDI, 
A A-I i 160 chilomier.- - Se al LCAT 
HDI, Cofactor pentru lipaza 
oa 124000 viel chilomicr. hepatică (?) 
X. | Atv 46.000 15 | chilomier. d 
Ligand prin care I,DI, 
B-100 (By) 549.000 80 VLDL, LDL. sint captate de receptori 
e J celulari 
| B- | Kë Ligand pentru ‘captarea 
BERD KC Met Se chilomicr. resturilor de chilomicroni. 
Y ! | chilomicr. Slab efect de activare 
eS eg ^ Sekt, HDL ` | a LCAT 
VLDL, HDL, 
SC Wi 8.800 4 chilomicr. Cofactor al LPL 
(urme) a ony 


E is Limiteazá acţiunea LPL; 
| € IH . 8.800 13 d intirzie captarea resturi- 


VEDI, lor chilomicr. : 
jD am 
*. | (An) 32.500 6 HDI, (urme) ? 
chilomicr. ‘ Ligand.. pentru. . captarea 
E 37.000 5 VLDL lipoproteinelor de către 
HDI, receptorii celulari 


S-au mai descris apoproteinele F, G si H dar semnificaţia funcțională a acestora este încă ne- 
«elucidatá, 


pective. Este evident cá perturbarea proceselor amintite poate surveni fie 
din cauza unui defect al receptorilor, fie ca urmare a unor mutatii care 
altereazá structura apoproteinelor cu rol de ligand (vezi. pag. 36). 

De precizat cá apo B se gáseste in organism sub douá variante: una 
cu greutate moleculará relativ joasá (apo Br sau apo Bag) care se gáseste 
in chilomicroni gi este sintetizatá ín mucoasa intestinalá si o variantá cu 
greutate’ moleculară mai mare (apo By sau apo Bop) sintetizată în ficat 
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si Incorporata in VLDL, IDL si LDL. Interesant este faptul cà in organism 
există receptori specializaţi fie pentru apo Bun, fie pentru apoi Bien (20). 

Merită semnalată si observaţia cá in cursul dezvoltării leziunilor ate- 
rosclerotice apo Bian se acumulează la nivelul acestora în ritm mult acce- 
lerat faţă de colesterol, a cărui concentraţie în leziune este rezultanta in- 
trării şi ieșirii. Astfel de observaţii denotă că apo B este mai greu epu- 
rată din leziune decit colesterolul (4). Se pare de altfel că nivelul plas- 
matic crescut al apo Bop reprezintă un factor de risc pentru ateroscle- 
roză, mai important decit creşterea colesterolului sau trigliceridelor (45). 

S-a mai arătat că atit o alimentaţie bogată în zaharoză cit şi un aport 
alimentar crescut de lipide saturate si de'colesterol crește sinteza hepa- 
tică de apo Bunn, Factorii si mecanismele care reglează sinteza altor apo- 
proteine sînt încă putin cunoscuti.: 

Asa cum se va vedea in. continuare, depistarea diverselor deficite 
sau anomalii ale apoproteinelor au contribuit in mare măsură la eluci- 
darea mecanismelor de producere atît a hiperlipoproteinemiilor cit si a 
unor alipoproteinemii cu caracter genetic (vezi pag. 52 și pag. 62). 


1.241122. COMPONENTELE LIPIDICE ALE LIPOPROTEINELOR 


Asa cum reiese din tabelul 1.1., principalele componente lipidice ale 
lipoproteinelor sint trigliceridele, colesterolul si fosfolipidele. Dozarea 
acestor componente in diferitele clase de lipoproteine ar implica o sepa- 
rare prealabilá prin ultracentrifugare preparativá. O metodá mai simplá 
dar mai relativa constá in precipitarea VLDL si LDL cu dextran sulfat 
si MnCl, hepariná si MnCl2 sau fosfowolframat de sodiu si MgCl si do- 
zarea colesterolului din HDL in supernatant. Avind in vedere cá in VLDL 
concentratia colesterolului este de aproximativ 1/5 din cea a trigliceride- 
lor (exprimate in mg/dl) se poate calcula concentraţia colesterolului din | 
LDL in mg/dl dupa formula (Friedewald): 


mg/dl LDL colesterol = colesterol total — (HDL colesterol + 


Se poate de altfel considera cá o crestere marcatá a trigliceridelor 
coincide cu o crestere a VLDL sau/si a chilomicronilor, pe cind o crestere 
solitará a colesterolemiei atrage atentia asupra LDL. 

In cele ce urmeazá redám caracteristicile si provenienta componen- 
telor lipidice ale lipoproteinelor. 


Trigliceride | 


L2.1.2.1. TRIGLICERIDELE 


Trigliceridele sint esteri ai glicerolului cu acizi grasi (fig. 1.2). Glice- 
ridele partiale, respectiv mono- sau digliceridele contin glicerol esterificat 
doar cu una sau douá molecule de acizi grasi, reprezinta probabil etape 
intermediare in procesul de sintezá sau degradare a trigliceridelor si se 
găsesc în plasma in cantităţi mult reduse faţă de acestea. 

Sursa trigliceridelor din organism este fie exogenă, din absorbţia lipi- 
delor alimentare (vezi pag. 27), fie endogenă, pornindu-se de la glicerol 


21 


Schema unui 
R—C—OH Ocid gros. 


Acio : 
fosfatidic 


4 | y 
| R=C0C—0-CH o Pu A 
E O i ü DIT 
Bee Nt 


OH vir Kä 
Locitină (foi 


HO 


- 


Colesterol ` Ester de colesterol 


Fig. 1.2. Reprezentare schematicá a principalelor componente lipidice din structura 

lipoproteinelor. Este redată si formula acidului fosfatidic care, desi nu se află în 

cantităţi semnificative in lipoproteinele serice, are o deosebită importanţă metabo- 

lică, fiind un precursor al fosfolipidelor, iar pe de altă parte, după scindarea radi- 

calului fosfat, sub acţiunea unei fosfataze, devine diglicerid care poate ulterior deve- 
| IFR nit triglicerid. 


Si acizi graşi sau, mai precis, de la glicerol-3-fosfat si acil-CoA (acizi grasi . 
activati). În ţesuturi ca ficatul, rinichii, glanda mamară sau mucoasa in- 
testinală glicerol-3-fosfatul (alfa-glicerofosfatul) poate fi obţinut prin fos- 
forilarea directă a glicerolului deoarece celulele ţesuturilor amintite sînt 
dotate cu glicerokinază, o enzimă care catalizează fosforilarea amintită. 
Dacă aceasiă enzimă lipseşte sau este în cantitate redusă, ca de exemplu 
în musculatură sau în țesutul adipos, alfa-glicerofosfatul trebuie să pro- 
vină dintr-un produs intermediar al glicolizei si anume din dihidroxiace- 
tonfosfat (32). 


La rîndul lor, acizii grași, care urmează a fi activati ca acizi-CoA sub 
acţiunea tiokinazei, provin fie din lipidele alimentare, fie din mobiliza- 
rea celor stocate în țesutul adipos (vezi pag. 29), fie prin sinteză din ace- 
tatul activat (acetil-CoA), un compus intermediar provenit atît din meta- 
bolismul hidratilor de carbon cit şi din aminoacizi. Sinteza de trigliceride 


e? 


pe seama hidratilor de carbon este deosesit de accentuată in cazul consu- 
rîului de produse zaharoase, fapt care explică accentuarea anumitor forme 
de hipertrigliceridemie in conditiile unui astfel de regim alimentar. 

Produsul intermediar care rezultá din combinarea alfa glicerofosfa- 
tului cu două molecule: de acil-CoA este un digliceridfosfat (acidul fosfa- 
tidic), procesul decurgind cu eliminarea a douá molecule de coenzimá A 
(CoA). Din acidul fosfatidic pot lua apoi nastere atit trigliceridele cit si 
fosfolipidele (vezi fig. 1.2.). In cazul sintezei trigliceridelor din acidul fos- 
fatidic, se eliminá un radical fosfat sub actiunea fosfatazei acidului fosfa- 
tidic (fosfatidatfosfohidrolaza) rezultind un alfa-beta diglicerid care sub 
actiunea unei diglicerid-acil-transferaze trece in triglicerid prin incorpo- 
rarea unui acid gras activat. | i | 2112. 

Meritá semnalate experientele care demonstreazá o crestere a activi- 
tátii fosfatidatfosfohidrolazei in hepatocitele animalelor supuse unui re- 
sim alimentar bogat in zaharozá si prezentind o accelerare consecutivá a 
sintezei de trigliceride in ficat. Aceste observatii sugereazá posibilitatea 
inducerii enzimelor cu rol in sinteza hepatica a trigliceridelor (29). 

De altfel, ficatul și țesutul adipos constituie principalele producătoare 
de trigliceride, între acizii graşi mobilizați din țesutul adipos si trigliceri- 
dele hepatice încorporate în VLDL existind un permanent transfer. O re- 
sinteză a trigliceridelor alimentare are loc în mucoasa intestinală, produsul 
fiind încorporat în chilomicroni (vezi pag. 27). Principalul rol al triglice- 
ridelor din organism este acela de a stoca energie ‘in țesutul adipos si de 
a o elibera la nevoie ca acizi grași liberi ce urmează a fi catabolizati la 
nivelul musculaturii (vezi pag. 31). `“ “` 


1.2,1,2,2, FOSFOLIPIDELE 


Principalele fosfolipide din organism sînt; 1) fosfatidilcolina (lecitina) 
a cărei structură este redată în fig. 1.2; 2) fosfatidiletanolamina (cefalina). 
conținînd etanolaminá în locul colinei; 3) acidul fosfatidic lipsit de baza 
azotată; 4) fosfatidilserina conținînd serină (un aminoacid hidroxilat) în 
locul bazei azotate; 5) fosfatidilinozitol conținînd inozitol (un polialcool ci- 
clic) în locul bazei azotate; 6) lizolecitinele în care glicerolul combinat cu 
fosforilcolina este esterificat doar cu un acid gras; 7) sfingomielinele, care 
prin hidroliză eliberează un acid gras, acid fosforic, colină si, spre deose- 
bire de celelalte fosfolipide, contin sfingozină (un alcool complex ami- 
nat) în loc de glicerol (32). i 

Biosinteza fosfolipidelor decurge oarecum in paralel cu cea a trigli- 
ceridelor pînă la etapa de acid fosfatidic sau de alfa, beta diglicerid. Din 
acest moment, in locul esterificárii digliceridului cu un nou acid gras, ca 
in cazul trigliceridelor, are loc incerporarea grupárilor fosforilcoliná sau 
fosforiletanolaminá. Acest ultim proces este si el catalizat enzimatic, im- 
plicind o prealabilă „activare“ a colinei si, respectiv, etanolaminei. 

Fosfolipidele plasmatice, avînd grupări polare hidrofile, contribuie la 
menţinerea suspensiilor de lipide plasmatice (vezi pag. 16 si fig. 1.1) 
Există dovezi privitoare la prezenţa unor schimburi rapide între fosfolipi - 
dele plasmatice si cele din membrana plácutelor sanguine (15) si nu este 
exclus ca astfel de schimburi sá se petreacá si la nivelul altor membrane 
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celulare. De fapt, principalul rol fiziologic al fosfolipidelor este partici- 
parea lor la alcătuirea membranelor biologice. Pe de altă parte, eliberarea 
de acid arahidonic din membranele celulare, sub acţiunea fosfolipazei Ao, 
precum si scindarea fosfatidilinozitolului difosfat (PiP), cu eliberarea de 
diacilglicerol (diglicerid) si inozitoltrifosfat (IP3), sub acțiunea fosfolipa- 
zei C, au un rol extrem de important în procesul de activare a celulelor. 
Dezvoltarea acestor aspecte ale metabolismului fosfolipidelor ar depasi 
insa scopul prezentului capitol. 


1.2.1.2.3. COLESTEROLUL 


Structura acestui compus (3-hidroxi- 5. 6-colesten) este reprezentata 
schematic in fig. 1.2. În plasma, mai bine de 2/3 din colesterol se gaseste 
sub forma de esteri cu diversi acizi grasi pe cind in tesuturi sau mai bine 
zis in membranele celulare colesterolul se aflá in forma neesterificata 
contribuind in mod esential la functionalitatea acestor membrane. Orga- 
nismul uman contine aproximativ 2 g colesterol/kg greutate corporala iar 
o cantitate de aproximativ 1—20% din rezervorul amintit este zilnic re- 
înnoită. Sursa colesterolului din' organism este exogenă, din colesterolul 
alimentar, si endogenă, în care caz compusul se formează printr-un pro- 
ces complex de sinteză care pornește la acetil-CoA. 


Alimentele cele mai bogate în colesterol sînt cele de origine animală 
Si în special creierul (3 g colesterol la 100 g aliment), gálbenusul de ou 
(1700 mg la 100 g, respectiv 250 mg colesterol la un ou), rinichii (350 mg 
la 100 g), ficatul (250 mg la 100 g), untul (300 mg la 100 g) si SES de 
porc (100 mg la 100 g). | 

Colesterolul se absoarbe la nivelul intestinului in prezenta sárurilor 
biliare. Dupá intrarea in celulele mucoasei intestinale, el este incorporat 
in chilomicronii care intrá in circulatia sanguiná pe calea sistemului lim- 
fatic (pag. 27). Proportia de colesterol care se absoarbe depinde de can- 
titatea ingerata si de continutul de trigliceride al dietei, acestea favorizind 
absorbtia colesterolului. Pe lingá o ingestie sustinutá de aproximativ 
300 mg/zi, absorbţia colesterolului este de 40—-600/ (deci cam 150 mg), 
‘pe cînd în cazul unei ingestii de 2—3 g/zi, procentul absorbit scade la 
10%% (respectiv 200—300 mg), fiind deci mai mare in valori absolute. Le- 
gatura dintre colesterolul alimentar si nivelul colesterolemiei este însă 
mult mai complexă şi. depinde de măsura în care celulele hepatice își 
reduc numărul de receptori pentru LDL în urma absorbției de colesterol 
alimentar (vezi pag. 36). Cea mai mare parte a colesterolului provine însă 
din sinteza endogenă (aproximativ 1 g zilnic). Aproape toate țesuturile au 
capacitatea de a sintetiza colesterol. O astfel de sinteză a fost evidenţiată 
în ficat, intestin, corticosuprarenală, ovare, testicole, piele și aortă. Cele 
mai active organe sînt însă peretele intestinal și mai ales ficatul, ambele 
furnizind peste 90%/ din colesterolul de origine endogenă. 

„Sinteza colesterolului (fig. 1.3) implică, într-o primă etapă, conden- 
sarea a două molecule de acetil-CoA, care pot proveni din metabolismul 
glucidelor, lipidelor sau proteinelor. La molecula de aceto-acetil-CoA ast- 
fel formată se condensează o altă moleculă de acetil-CoA obtinindu-se | 
un compus cu șase atomi de carbon. Acest compus, beta-hidroxi, beta- 
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) este supus acţiunii unei reductaze 


24 


^on Gres. 0 0 CH3 Q 


b d : TIOLAZA] £ cu4- C ~ 
Atfmnoocizi- - -3CH3-C ~S-CoA * CH4- C S - CoA = Ç CH2 Co CoA 
TT Acetii- CoA Acetil - CoA O Acetoocetii- CoA 
Hidrati de 7 
carbon CoA-SH 
P tt t 
“o> ath [HMG-CoA Sintetozel 
0% Y Y 
< i ng CoA « GER 
| o 7, HOOC-CH> — » 5 
As Ze? | N í 
ee” e er? / CHy-C~S - CoA 
TE SES B-hidroxt- B-meti-glutoni- CoA 
i Ce 4 t = 
MOOT Carter? / (HMG -CoA) CoA - SH 
OH 2NADPH+2H* 


Mevatengt 2NADP+ CoA -SH 


“Os; ORILĂRI] em A CH3 IE. 
E MÀ - c H-CH> | —-* peo WEE 
[DE CARBOYILARE] CH CH4 4€ =Ç 2 


C 
CO? Union Condensare Squalen 
| „zoprenode 
| ER 
' @-724-Colestonol « Zimosterol «— 14 Desmetil lonos*zrol «——— 
E ~ HO 
I Lonosterol 


ergo (STE oO < 
pos COLESTEROL 


Fig. 1.3. Reprezentarea schematică a biosintezei colesterolului; beta-hidroxi-beta metilglu- 
tarilcoenzima A reductaza (HMG-CoA-reductaza) este enzima cheie (rate limiting- limitantă 
a vitezei) de care depinde viteza de sinteză a colesterolului. Acumularea intracelulară de 
colesterol reduce activitatea enzimei printr-un mecanism de represie (scăzihd producția de 
H noi molecule de HMG-CoA reductază). 


(HMG CoA reductaza) transformindu-se in mevalonat, c,are este in centi- 
nuare fosforilat si decarboxilat, rezultind unitatea izoprenoida adica izo- 
pentenilpirofosfatul. Într-o serie de ctape ulterioare, 6 unităţi isoprenoide 
active (5 atomi de carbon) se condenseaza formind un compus liniar cu 
30 de atomi de carbon numit .scualen. Prin inchiderea la mai multe ni- 
vele a lantului de atomi de carbon se formeaza cele patru inele caracte- 
ristice steroizilor. Primul compus cu o astfel de structurà (ciclopentano- 
perhidrofenañtrenicá) este lanosterolul care, trecînd apoi prin cîteva etape 
intermediare (zimosterol şi desmosterol), ajunge la colesterol. 


Este important de precizat că reglarea sintezei de colesterol are loc 
încă din etapele iniţiale și anume la nivelul reacției catalizate de 
HMG-CoA reductază, activitatea acestei enzime diminuind atunci cind se 
produce o acumulare de colesterol în celulă. Întrucît colesterolul nu are 
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un efect direct asupra HMG-CoA reductazei, se presupune cá moleculele 
de colesterol produc o represie a sintezei de enzimi. Colesterolul care. 
ajunge la celulele hepatice si bineinteles la cele intestinale, poate pro- 
veni din absorbtia intestinală sau din captarea lipoproteinelor plasmatice 
de cátre receptorii celulari (vezi pag. 36). Acest ultim mecanism reprezintà 
insá unica modalitate de furnizare a colesterolului in restul tesuturilor. 
Aportul alimentar crescut de colesterol ar putea de fapt reduce activita- 
tea HMG-CoA reductazei hepatice prin efectul de feed-back negativ 
descris. Pe de altă parte, un astfel de aport crescut diminuă elaborarea de 
receptori celulari si implicit captarea de colesterol din LDL plasmatice. 
Așa se explică felul în care creșterea consumului alimentar de colesterol 
poate duce la creşterea colesterolemiei, deși sinteza endogenă de coleste- 
rol depáseste cu mult aportul exogen. | 

, Colesterolul sintetizat de ficat este încorporat în lipoproteine și ast- 
fel trimis ţesuturilor care îl utilizează pentru formarea membranelor. celu- 
lare, iar la nivelul suprarenalelor și organelor sexuale. pentru sinteza 
hormonilor steroizi. Transportul în sens invers, de la țesuturi spre ficat, 
se efectuează tot prin intermediul lipoproteinelor, mai ales HDL (vezi 
pag. 38 si fig. 1.11.). 

Reamintim cà organismul nu posedă sisteme enzimatice care să ducă 
la degradarea structurii ciclopentanoperhidrofenantrénice. Indepártarea 
colesterolului din organism se poate efectua deci doar prin transformarea 
lui in acizi biliari si prin excretie de steroli neutri prin bilă Si fecale. O 
cale de eliminare mult mai redusá ca importantá este aceea de transfor- 
mare a colesterolului in hormoni steroizi ai cáror metaboliti se elimina 
apoi prin uriná (32, 37). 


1.2.2. MECANISME IMPLICATE ÍN TRANSPORTUL PLASMATIC 
AL LIPIDELOR 


In esentá, transportul lipidelor in organism se realizeazá pe urmátoa- 
rele cai: 

a) Transportul lipidelor absorbite la nivelul intestinului se realizeazá 
sub forma de chilomicroni; 

b) Transportul de lipide mobilizate din rezervele tesutului adipos se 
efectuează sub formă de acizi grasi liberi (AGL) fixati pe albumine 
serice; 

c) Lipidele sintetizate în ficat sînt trimise ţesuturilor” extrahepatice 
sub formă de lipoproteine (mai ales VLDL-si LDL); 
| d) Transportul colesterolului de la tesuturile extrahepatice la ficat se 

realizează printr-un mecanism complex ce implică lipoproteinele dense 
(HDL) si enzima lecitincolesterolaciltransferaza (LCAT). - ( 
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1.2.2.1. TRANSPORTUL SUB FORMA DE CHILOMICRONI 


1.2.2.1.1. MECANISMUL ABSORBTIEI LIPIDELOR 


Se stie astázi cá doar aproximativ un sfert din trigliceridele alimen- 
tare, emulsionate de acizii biliari si expuse acţiuni lipazei pancreatice, 
se hidrolizează complet pînă la glicerol şi. acizi graşi. De fapt, principalii 
produşi de digestie ai grăsimilor sînt monogliceridele care, patrunzind ca 
atare în mucoasa intestinală, sint hidrolizate în celulele mucoasei de către 
o monogliceridlipazá si eliberează glicerol si acizi graşi. Tot în celulele 
intestinale are loc si o resinteză a trigliceridelor, utilizindu-se în acest 
proces fie gliceridele partiale (mono- si digliceride), fie alfaglicerofosfatul 
si bineinteles acizii grasi activati sub forma de acil-CoA sub actiunea unei 
tiokinaze. De notat ca acizii grasi pot proveni nu numai din grasimile ali- 
mentare dar si din acizii grasi liberi mobilizati din tesutul adipos. La 
trigliceridele astfel resintetizate se adaugá mici cantitáti de fosfolipide si 
colesterol (liber si esterificat) si proteine (respectiv apoproteina B-48, A-I, 
A-II, A-IV). Desi în cantitate foarte mică, aceste apoproteine sint extrem 
de importante pentru formarea chilomicronilor iar inhibarea sintezei de 
proteine prin puromiciná duce la oprirea formării chilomicronilor si la 
acumularea de grásimi in celulele mucoasei intestinale. Acelasi fenomen 
survine si in cazul deficitului genetic de apo B (vezi pag. 62). Chilomi- 
cronii „în stare născîndă“, formati in mucoasa intestinală, trec în vasele 
limfatice ale mucoasei abdominale ajungînd apoi, pe calea canalului to- 
racic, in singe, unde determină un oarecare grad de lactescentá post- 
prandială a plasmei. Acest fenomen este deosebit de accentuat în cazul 
unui prînz bogat în grăsimi și alcool, despre care se știe că favorizează 
absorbţia trigliceridelor şi totodată întirzie captarea lor în ţesuturi. 

Menţionăm ca o excepție de la mecanismul amintit faptul că acizii 
graşi cu mai putin de 10 atomi de carbon (aflați mai ales în grăsimile 
din lapte) nu participă la formarea chilomicronilor şi se absorb aproap 
exclusiv pe calea singelui portal (32). 


122.12. CATABOLISMUL CHILOMICRONILOR. LIPOPROTEINLIPAZA 


Chilomicronii formaţi în mucoasa intestinală si trecuţi în singe sînt 
supuși următoarelor procese; a) hidroliza trigliceridelor sub acţiunea li- 
poproteinlipazei şi lipazei hepatice; b) schimburi neenzimatice cu lipidele 
si mai ales cu apoproteinele din HDL; c) captarea „resturilor“ de chilomi- 
croni de către hepatocite prin intermediul unor receptori specifici (recep- ` 
tori apo B 48/apo E). | 

Asa cum se vede din figura 1.4, la scurt timp de la pátrunderea lor 
in circulatie chilomicronii capteazà apoproteine C si E provenite din HDL. 
Apoproteina.C-II, un important cofactor al lipoproteinlipazei (6), poten- 
teaza actiunea acestei enzime localizate la nivelul endoteliilor vasculare 
(mai ales capilare), producindu-se astfel hidroliza trigliceridelor $i redu- 
cerea masei chilomicronilor. Paralel cu procesul amintit, apoproteinele A 
si o parte a apoproteinelor C párásesc chilomicronii, fiind captate in HDL. 
Restul de chilomicroni, de dimensiuni mult reduse, pătrunde in spaţiile 
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Fig. 1.4. Transportul trigliceridelor de origine alimentară prin formarea şi metabolizarea. 
| chilomicronilor, Explicatia in text. 


Disse in contact cu hepatocitele. La acest nivel, dupà un nou atac hidro- 
litic efectuat de lipaza hepatică si care duce la indepártarea unei noi 
antitáti de trigliceride si de fosfolipide, resturile de chilomicroni, avind. 
in compozitia lor mai ales apoproteinele B-48 si E, sint captate, prin inter- 
mediul unor receptori hepatocelulari specifici, internalizate si catabolizate 
in lizozomi, eliberind materialul continut spre a fi reutilizat de hepato- 
cite (24, 45). M we | 

De menţionat cá apoproteina C-III întirzie catabolizarea chilomicro- 
nilor atit printr-un proces de inhibare a lipoproteinlipazei cit si prin 
interferența cu procesul de captare a resturilor. Semnificaţia fiziologică a 
acestor efecte ale apo C-III este încă neelucidatá. Nu poate fi însă ex- 
clusă ipoteza că pe această cale se permite o eliberare progresivă a acizi- 
lor grași si a glicerolului prevenindu-se o prea bruscă creștere a concen- 
tratiei lor in plasma si permitindu-se o captare eficientá a produsilor de 
hidrolizá de cátre tesuturi. Principalul tesut care capteazá acizii prasi eli- 
berati sub actiunea lipoproteinlipazei este tesutul adipos, ale cárui capilare 
contin enzima menţionată în cantități mai mari. Activitatea lipoprotein- 
lipazei este supusá unei anumite reglári, dovedindu-se cá alimentaţia, glu- 
„coza si insulina o stimulează, în timp ce catecolaminele, ACTH si glico- 
' corticoizii, precum si stress-ul sau fláminzirea o inhibá. Pe de altá parte, 
exista dovezi cá la nivelul capilarelor musculaturii enzima amintitá se 
activeazá mai ales in cursul efortului (42). 


Lipoproteinlipaza din capilarele tesutului adipos nu trebuie confun- 
data cu lipaza hormonodependentá, localizatá in interiorul adipocitelor 
activabilà sub actiunea catecolaminelor (vezi pag. 30) si avind drept efect 
scindarea trigliceridelor din adipocite si mobilizarea lipidelor de rezervà 
sub forma de acizi grasi liberi. De fapt, intre lipoproteinlipaza si lipaza 
hormonodependenta (adipoliticá) existá un oarecare antagonism functio - 
nal reprezentat in fig. 1.5. 
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Fig. 1.5. Antagonismul functional dintre lipoproteinlipazá si lipaza hormonodependentá. 
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În laboratorul clinic activitatea lipoproteinlipazei se determină după o prealabilă injec- 
tare de heparină care activează si desprinde emzima de pe suprafața endoteliilor și permite 
astfel evaluarea ei în plasmă pe baza eliberării de acizi grași şi glicerol dintr-un substrat 
ze trigliceride. În realitate, această activitate lipoliticá posthcparinicá a plasmei nu se datorește 
doar lipoproteinlipazei ci si altor enzime lipolitice, ca de exemplu lipaza hepatică şi unele 
psfolipaze. Spre deosebire de acestea, lipoproteinlipaza este inhibatá de sulfatul de protaminá, 
ceea ce permite o oarecare diferențiere a activităţii sale. 


Se pare că mecanismele implicate în lipoliză și în captarea trigliceridelor sint condifio- 
nate genetic, unii subiecţi avind o capacitate relativ mai mică de a îndepărta trigliceridele 
din plasmă. Ca urmare, astfel de subiecti, initial normolipemici, pot dezvolta pe parcurs o . 
hipertrigliceridemie dacă la defectul minor de clarificre menţionat se asociază o hiperpro- 
ductie hepatică de trigliceride. Aceasta cu atit mai mult cu cit mecanismele de îndepărtare 
a trigliceridelor din plasmă sint saturabile, ele putind fi relativ ușor depășite de o pătrundere 
excesivă de trigliceride provenite de la ficat prin secreție de VLDL, sau de la intestin prin 
absorbţie. 

Defecte mai exprimate ale activităţii lipolitice postheparinice se intilnesc in cursul hiper- — 
lipemiei alcoolicilor, in diabetul zaharat cu deficit de insuliná si acidocetozá si in unele cazuri 
de hipotitoidism (9, 38, 45), iar scăderea pină la valori nule a lipoproteinlipazei reprezintă 
o caracteristicá a hiperlipoproteinemiei tip I (vezi pag. 52). 


. 1.222. TRANSPORTUL SUB FORMÁ DE ACIZI GRASI. MOBILIZAREA 
LIPIDELOR 


Tesutul adipos reprezintá o importantá rezervá de energie, iar tri- 
gliceridele, stocate aici si provenite atít din lipidele alimentare cit si din 
cele sintetizate de ficat si captate ulterior in adipocite, pot fi cu ușurință 
mobilizate si trimise ţesuturilor sub forma de acizi graşi liberi (AGL). 
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Acest proces, deosebit de intens mai ales in conditii de solicitare ca, de 
exemplu, in cursul expunerii la frig sau a efortului fizic, se aflá sub 
controlul mecanismelor superioare de reglare. De fapt, stárile de anxie- 
tate produse de examene sau de evocarea unor.evenimente neplăcute din 
trecutul subiectului pot produce creșteri semnificative ale concentraţiei 
AGL. Impulsurile centrale se transmit pe calea sistemului nervos simpa- 
tic, iar simpatectomia chimică, respectiv blocarea receptorilor beta-adre- 
nergici cu propranolol împiedică procesul de mobilizare a lipidelor. Pe de 
altă parte, injectarea intravenoasă de adrenalină sau fumatul — care 
produce o secreție endogenă de adrenalină — produc o creștere exprimată 
a concentrației plasmatice a AGL. Efecte lipidomobilizatoare au fost atri- 
buite și glucagonului, precum și unor peptide extrase din hipofiza poste- 
rioara, iar ACTH-ul si cortizonul exercită un efect permisiv, potentind 
efectul catecolaminelor (8, 32). Ts 


Mecanismul biochimic al procesului de mobilizare a lipidelor este re- 
prezentat de hidroliza trigliceridelor din adipocite iar enzima cheie este 
lipaza hormonodependenta, Există dovezi că activarea acestei enzime de 
catre diferiţi hormoni se efectuează prin intermediul sistemului adenil- 
ciclazá-AMP-ciclic (32). ` 2d | 

Asa cum se aratá in fig. 1.6, diversii stimuli hormonali, reprezentind 
un prim mesager, actioneazá asupra receptorului celular activind adenil- 
ciclaza din membraná, Sub actiunea enzimei menţionate se eliberează din 
ATP, in interiorul celulelor, acid adenozinmonofosforic ciclic (3'—5'-AMP 
ciclic, sau c-AMP). Acesta devine al doilea mesager, prin intermediul că- 
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Fig. 1.6. Interventia sistemului adenilciclază-AMP ciclic in procesul dezmobilizare al acizilcr 
graşi din trigliceridele țesutului adipos. i 
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ruia se declanseazá ráspunsul in organul tintá, adicá activarea lipazei 
adipolitice si scindarea trigliceridelor in cazul de fata. | 

Acumularea intracelulará de c-AMP si deci intensitatea ráspunsului 
este limitată de intervenţia -unei alte enzime, 3-5-nucleotid-fosfodieste- 
raza, care scindeaza legátura interna din c-AMP inactivindu-l. Toti fac- 
torii care inhiba fosfodiesteraza, ca de exemplu metilxantinele (cafeina, 
teofilina) si probabil hormonii tiroidei, vor favoriza acumularea intrace-, 
lulará a c-AMP si vor amplifica ráspunsul celulei. O situatie obisnuitá 
care ilustreazá mecanismele biochimice amintite este reprezentatá de efec- 
tele sinergice ale fumatului si cofeinei asupra mobilizárii de acizi grasi. 
Astfel, nicotina produce o secretie de catecolamine care activeazá adenil- 
ciclaza iar cafeina inhibá fosfodiesteraza, ambele procese ducind la acu- 
mulare de AMP ciclic si deci la stimularea lipazei hormonodependente. 

. Soarta acizilor grași eliberaţi prin lipoliză în țesutul adipos depinde, 

in mare măsură, de felul în care se utilizează glucoza la nivelul adipoci- 
telor, respectiv de producerea de alfa-glicerofosfat. In prezenta acestui 
produs intermediar, rezultat din glicolizá si în condițiile activării acizilor 
grași spre acil-CoA poate avea loc o resinteză a trigliceridelor. Dacă există 
dificultăţi în. procesul de utilizare a glucozei (inanitie sau diabet) si deci 
lipseşte alfa-glicerofosfatul, sau dacă lipoliza. depășește capacitatea de 
reesterificare, acizii grași părăsesc adipocitele și trec în sînge. De notat. 
că, spre deosebire de acizii graşi, glicerolul rezultat din lipoliză nu poate 
fi reutilizat în adipocite deoarece aceste celule sînt sărace în gliceroki- 
nază și nu îl pot transforma în alfa-glicerofosfat (aşa cum s-a arătat mai 

sus acest metabolit este produs în țesutul adipos pe calea glicolizei). 

Ca urmare, glicerolul, rezultat din lipolizá în țesutul adipos, trece in 
sînge, putînd fi apoi preluat de ficat si rinichi, care sînt mult mai bogate 
în glicerokinază. 

La rindul lor, acizii graşi liberi (AGL), trecuţi in circulaţie si fixati 
pe albuminele serice, sint rapid captati de diverse tesuturi si, in special, 
de musculaturá si de ficat. Datoritá procesului de turn-over extrem de 
rapid al AGL (timp de înjumătățire biologică de 2—3 minute) se pot 
transporta pe aceasta cale importante cantitati de lipide spre a fi utilizate 
in scopuri energetice. Asa, de exemplu, in caz de fláminzire si expunere 
la frig, plasma poate transporta pind la 500 g grăsimi în decurs de 
24 de ore (8). 


După pătrunderea lor în celule, acizii graşi sint activati spre acil-CoA la nivelul micro- 
zomilor şi pe membrana externă a mitocondriilor. Pátrunderca acil-CoA in mitocendrii $i res- 
pectiv accesul la sistemul enzimatic al beta-oxidárii este conditionatá insš de prezenja carni- 
tinei (beta-hidroxi-gamma-trimetilamoniubutirat), un compus care, in mod normal, se giscste 
din abundență in musculatură. Pătrunderea acizilor grași in mitocondrii este precedată de 
formarea tranzitorie a unei acilcarnitine, intr-o reactie catalizatá de enzima carnitin-palmitil- 
aciltransferazii, aflată in membrane mitocondriilor (32). Carnitina nu pátrunde insá in mito- 
condrii. 


Acil— CoA --carnitiná ————————— acilcarnitinà t CoA 


Carnitin-palmitil: 
transfereaza 


I 
Deficitul de carnitini, care apare adeseori, în mod secundar, la pacienții cu insuficientá 
renală cronică supuşi la dializá cronică sau in rprele cazuri cu deficite gem tice, se însoţeşte 
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de o perturbare severă a proceselor de oxidare a acizilor grași. Aceeași perturbare 
survine si in cazul deficitului genetic de carnitin-palmitil-transferazá. Drept consecintá a 
incetinirii procesului de beta-oxidare apare o miopatie cu infiltrare de trigliceride a muscula- 
turii scheletice, in unele forme cu caracter generalizat interesind și mi ocardul gi ficatul. Interesant 
este faptul că deficitul amintit evoluează şi cu o creştere a trigliceridelor plasmatice reali- 
zind adeseori hiperlipoproteinemii tip IV (1). 

De altfel, chiar şi în condiţii normale o bună parte a AGL mobilizați din țesutul adipos 
și ajunşi în ficat sint incorporafi in trigliceride, care sint secretate apoi sub forma de VLDL 


(8). 


1.2.2.3. TRANSPORTUL DE LIPIDE ÎNCORPORATE ÎN LIPOPROTEINE 


Transportul de lipide sub formă de lipoproteine include următoa- 
rele aspecte; 1) sinteza si secreția lipoproteinelor; 2) modificări ale lipo- 
proteinelor circulante sub acţiunea unor enzime şi prin transferul neen- 
zimatic de lipide şi apoproteine între diversele clase de lipoproteine; 3) 
captarea lipoproteinelor la nivelul unor receptori celulari, urmată de in- 
ternalizarea si degradarea lor; 4) transportul de colesterol de la țesuturile 
extrahepatice spre ficat în vederea eliminării prin bilă. 


[.2.2.3.1. SINTEZA ȘI SECRETIA DE LIPOPROTEINE 


Aceste procese au loc mai ales la nivelul hepatocitelor, intestinul 
contribuind doar într-o oarecare măsură la producţia de HDL (o anumită 
fracțiune) si, bineînţeles, asa cum s-a arătat anterior, dînd naştere chilo- 
micronilor. Un studiu cantitativ experimental a demonstrat că la sobo- 
lan ficatul produce 81%, din -totalul apoproteinelor, restul de 199/; reve- 
nind intestinului (24). : | J Ca 

Hepatocitele sintetizează VLDL; HDL si, în anumite condiţii, LDL si 
beta-VLDL. Această sinteză implică următoarele procese: 1) sinteza com- 
ponentelor lipidice. (trigliceride, fosfolipide, colesterol) (vezi pag. 21); 2) 
sinteza. apoproteinelor; 3) formarea legăturilor între apoproteine și com- 
ponentele lipidice; 4) exportul veziculelor lipoproteice în torentul circu- 
lator. — 

In figura 1.7 este reprezentatá in mod schematic sinteza si secretia 
de VLDL la nivelul hepatocitelor. Particulele sint asamblate in reticulul 
endoplasmatic neted iar apoproteinele sint sintetizate in reticulul endo- 
plasmatic rugos. Unirea particulelor lipidice cu apoproteinele (mai ales 
apo B-100 si apo E si doar cantitáti infime de apo C) are loc intr-o zona 
aflată între reticulul rugos si cel neted. Lipoproteinele „în stare nás- 
cindà" sint transportate in aparatul Golgi, unde are loc o completare a 
glicozilárii proteinelor. Concentrate apoi in vezicule secretorii, lipopro- 
tcinele sint eliberate in capilarele sinusoidale hepatice. 

Secretia de VLDL poate fi dereglatá de o serie de factori cum ar fi: 
a) inhibarea sintezei de proteine (prin puromicina, cicloheximidà, actino- 
miciná D); b) interferenta cu procesul de cuplare a apoproteinelor cu 
lipide (exces de acid orotic, deficit de colina) c) limitarea functionalitatii 
sistemelor microtubulare ale celulei (de exemplu prin colchiciná). Toti 
acești factori pot duce, în ultimă instanţă, la dezvoltarea ficatului gras. 
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Fig 1.7. Sinteza Si secrefia de VLDL la nivelul hepatocitelor, 


Pe de altă parte, obezitatea si alimentaţia hipercaloricá stimulează 
sinteza de VLDL. In cazul unei alimentatii hiperglucidice creşte procentul 
de trigliceride din VLDL, pe cînd în urma unei alimentatii bogate în gra- 
simi și colesterol, VLDL vor deveni mai bogate. în esteri de coleste- 
rol (24). oe EI | gt eme esr E^ 
Sinteza HDL are loc dupá aceleaşi principii, atit în ficat cit si in pe- 
retele intestinal. HDL de provenienţă intestinală sint bogate în apo A-I, 
pe cînd cele hepatice contin mai ales apo. E. În plus, HDL mai conţin 
Si cantități variabile de apo: A-II: precum. si apo CL C-II, C-III, consti- 
tuind un adevárat rezervor de apoproteine. ‘+o ot 5 

Mecanismele care régleazá sinteza de HDL sint mai puţin bine elu- 
cidate decît, cele care reglează pe cea a VLDL. NSE DADA 


12.3. MODIFICĂRI ALE LIPOPROTEINELOR IN PLASMA: 


Lipoproteinele ,,nascinde“ secretate în plasmă suferă. o serie de mo- 
dificári inainte de a fi captate de receptorii celulari si catabolizate in 
celule. Aceste modificári pot fi: astfel sistematizate;. 1). hidroliza triglice- 
ridelor din lipoproteine sub acţiunea lipoproteinlipazei si lipazei hepa- 
tice; 2) esterificarea colesterolului sub acțiunea lecitin-colesterol-aciltrans- 
ferazei; 3) transferul de colesterol si fosfolipide între diversele clase de 


lipoproteine; 4) transferul de apoproteine. 
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Fig. 1.8. Reacţia catalizată de lecitincolesterolaciltransferazá (CAT) constind din transferul 
unui acid gras din poziția 2(beta) a lecitinei (fosfatidilcolină) si esterificarea colesterolului 
cu respectivul acid gras. Produsii rezultati sint lizolecitina (lizofosfatidilcolina) $1 esteril de 
iem colesterol. 


Actiunea lipoproteinlipazei a fost prezentatá in legáturá cu procesul 
de catabolizare al chilomicronilor (vezi pag. 27). Ca si in cazul chilomi- 
cronilor, activitatea lipoliticá este potentatá prin transferul de apo C-II 
din HDL spre VLDL. Ca urmare a acestei activitáti lipolitice, continutul 
in-trigliceride al VLDL se reduce, in timp ce procentul relativ de coles- 

| i reste, alcátuind o pelicula: mai densa care limiteaza 
actiunea lipoproteinlipazei. Colesterolul liber si fosfolipidele sint, la rindul 
lor, indepártate prin interventia sistemului HDL — lecitin-colesterol — 
aciltransferazá: (LCAT): Enzima menţionată si 'secretatá de ficat actio- 
neazá de preferinţă asupra substratelor lipidice din HDL, catalizind reac- 
tia de esterificare a colesterolului. Asa cum reiese din fig. 1.8, mecanismul 
de actiune al LCAT constá in transferul unui acid gras de pe o molecula 
de lecitiná pentru esterificarea unei molecule de colesterol liber. Lizoleci- 
tina care rezultá si care este solubilá páráseste lipoproteina si se fixeaza 
pe albuminele serice. [i ip i mir | 

Desi reactia amintitá are loc la nivelul HDL, modificárile in com- 
ponenta lipidelor se repercutà asupra structurii VLDL care capteaza es- 
terii de colesterol formati in HDL (sub actiunea LCAT) si cedeaza, in 
schimb, colesterol liber si cantitáti variabile de trigliceride si fosfolipide 
care trec in HDL. | AS Sach: l 
.. Există astăzi dovezi cá acest proces. de transfer lipidic este condi- 
tionat.sau în orice caz facilitat de prezența unor proteine de transfer. 
Asa-zisa proteină de transfer a esterilor de colesterol a putut fi izolată 
din plasmă, dovedindu-se a fi o glicoproteină cu greutate moleculară de 
78.000 care se leagă de HDL și asigură transferul de esteri de colesterol ` 
spre VLDL si LDL. | di 
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Ca urmare a pro- 
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nelor C si E din VLDL 
inapoi spre HDL. Ra- 
mine un ,,rest VLDL", 
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deplasare a apoprotei- : 


in contact cu capilarele © 
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tică, suferă un nou a- 
tac lipolitic care mai 
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ramase. Dupa ce pierd 
si restul de apo- E si 
rămîn doar cu apo B- 
100 ca si componenta 
apoproteică majoră, a- 


ceste  lipoproteine de- ` 


vin LDL. De notat însă 
că o bună parte a res- 
turilor VLDL (IDL) 
poate fi captată ca a- 
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tici specifici (receptorii 
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(21, 24, 38, 45). 


hepatice. 


A 


SINTEZĂ 


` 


HEPATICA 


oud 


- 


Lipazá 
- hepatica 


Rest vio 


Lendoielu 


a) 
29 
a 
$ 
4 
o 
Ve 


WOL) 


capilare ) 


VLOL 


X 


ex{rahepatic 


Receptor B-100/e ` 


hepatic 


Fig. 1.9. Modificărilė suferite de particulele de VIDI, în plasmă. De notat scăderea progresivă a conţinutului de trigliceride pre- 
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, &dicá proaspát secretate de ficat, 


achiziţionează apo E si apo C din HDL cedind apoi progresiv aceste apoproteine. 


cum și transferul de apoproteine. Se poate vedea cá particulele de VLDL, „în stare născindă” 
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1.2.2.3.3. CAPTAREA LIPOPROTEINELOR LA NIVELUL UNOR RECEPTORI 
> CELULARI DIE? Zë 


- Cercetárile.de pionierat ale lui Goldstein si Brown (19) au contribuit 
in.mod esențial nu numai la înţelegerea mecanismelor prin care lipopro- 
teinele sint captate si internalizate de celule dar si la elucidarea modului 
în: care celulele își reglează conţinutul de colesterol in funcţie de nece- 
sitàti. um T | cuncti 

Autorii citati au observat cà fibroblastii din culturi, 'care, asemenea 
oricărei celule, au nevoie de colesterol pentru refacerea membranelor, sint 
capabili să capteze LDL. prin intermediul unor receptori cu mare afini- ` 
tate pentru această clasă de lipoproteine. S-a putut ulterior arăta că astfel 
de receptori de natură glicoproteicá, cu o greutate moleculară de aproxi- 
mativ 160.000, sint distribuiti in toate țesuturile animale, fiind deosebit 
de abundenti în ficat, suprarenale și ovare, adică mai ales in organele 
care au nevoi sporite de colesterol pentru producerea de acizi biliari sau 
de hormoni steroizi. Recunoașterea si legarea lipoproteinelor de către re- 
ceptorii LDL se realizează prin intermediul apoproteinelor B-100 şi E. De 
notat că resturile de VLDL (IDL), avînd ambele apoproteine menţionate, 
sînt extrem de rapid captate de receptorii hepatici, aproximativ jumătate 
din aceste particule fiind îndepărtate din plasmă în decurs de 2—6 ore 
de la formarea lor din VLDL. Particulele necaptate în ficat si supuse 
acţiunii lipazei hepatice pierd apo- E și se transforma: în LDL, care sint 
dotate doar cu apo- B-100 si au o afinitate mai redusă pentru receptori, 
persistind în circulație timp de 60 de ore înainte de a fi complet îndepăr- 
tate din plasmă prin legare de receptorii din ficat si. din alte țesuturi. 
S-ar părea deci că afinitatea fata de receptori este data: mai ales: de 
apo- E. Pe de altă parte, resturile de chilomicroni prevăzute cu apo- E 
si apo- B-48 nu sînt recunoscute și. captate de către receptori pentru LDL, 
procesele amintite realizindu-se graţie unor receptori diferiţi, localizati 
exclusiv pe hepatocite, numiţi receptori la apo- E (spre deosebire de re- 
ceptorii LDL, numiţi și receptori la apo- B/E). Reiese din cele de mai sus 
că, la nivelul hepatocitelor, există, pe de o parte, receptori pentru lipo- 
proteinele de origine endogenă (IDL, LDL), iar pe de altă parte, receptori 
pentru resturile de chilomicroni. Desi apo- E determină in mare măsură 
viteza cu care sînt captate lipoproteinele, dirijarea acestora spre recep- 
torii specifici se realizeazá mai ales prin intermediul celor douá apopro- 
teine B, astfel incit lipoproteinele exogene continind apo- B-48 se ín- 
dreaptá spre receptorii pentru resturile de chilomicroni, pe cind cele din 
surse endogene se leagá de receptorii LDL datorità apo B-100.. 

. Lipoproteinele captate de receptori pátrund impreuná cu ei in inte- 
riorul celulei formînd microvezicule numite. endozomi. Acest proces de 
endocitoză mediată de receptori se petrece în decurs de cîteva minute, 
timp în care prin acidifierea endozomilor se produce o desfacere a: com- 
plexului lipoproteiná-receptor. Receptorul astfel eliberat este reciclat 
spre suprafaţa celulei, înainte ca endozomul (vezicula conținînd lipopro- 
teine) să fuzioneze cu lizozomii. În interiorul veziculei: nou-constituite, 
particulele lipoproteice sînt supuse acțiunii unor hidrolaze care descom- 
pun apoproteinele pînă la stadiul de acizi aminati si hidrolizează esterii 
de colesterol eliberînd colesterol care urmează a fi utilizat pentru. elabo- 
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Fig. 1.10. Productia de receptori pentru LDL (receptori B— 100/E) si reglarea, conţinutului 
de colesterol al celulelor. Receptorii produși în reticulul endoplasmatic rugos ajung Ja supra- 
fata celulei și, după captarea particulelor de LDI, sint internalizaji. Receptorii pot fi reci- 
clati, în timp ce lipoproteinele captate si internalizate sint degradate in lizozomi. Colesterolul 
eliberat din LDI, este utilizat la refacerea membranelor celulare precum și la sinteza de 
acizi biliari (în ficat) sau de hormoni steroizi (in suprarenale și gonade). Tendința de acu- 
mulare a colesterolului reduce sinteza de receptori şi reprimă HMG-CoA, reductaza activind 
însă în mod direct acil-CoA-colesterol aciltransferaza (ACAT) și implicit formarea esterilor 
de colesterol care reprezintă forma de stocare. 


rarea de noi membrane. ins Lee unor celule Ee colesterolul 
extras din LDL îndeplineşte si alte roluri; in corticosuprarenalá si ovare 
el este convertit spre hormoni steroizi, iar in ficat va fi transformat in 
acizi biliari. — . 
Cantitatea de colesterol eliberatá din LDL intr-o celulá este ín má- 
surá sá moduleze metabolismul intracelular al colesterolului prin urmá- 
toarele trei procese; 1) reduce sinteza de colesterol ín celulá prin represia 
productiei de HMG-CoA reductazá, enzima cheie a biosintezei sterolilor 
(vezi pag. 25); 2) activează enzima  acil-CoA-colesterol  aciltransferazá 
(ACAT) care reesterificá colesterolul cu acizi grasi fácind posibilá stocarea 
lui sub formá de picáturi de esteri de colesterol; 3) declanșează un meca- 
nism de feed-back galii oprind elaborarea de noi receptori pentru LDL 
(fig. 1.10). 
„Posibilitatea reglării numărului de receptori este de o deosebită im- 
portantá pentru homeostazia colesterolului si pentru patologia metabolis- 
mului lipidic. Această reglare se exercită cu predominantà la nivelul re- 
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ceptorilor LDL (receptori B/E), in timp ce receptorii pentru resturile 
de chilomicroni (receptorii apo-E) nu par a fi reglabile. S-a putut ast- 
fel demonstra ca numărul receptorilor LDL creşte atunci cînd ne- 
voile de colesterol ale celulelor cresc, ca, de exemplu, în cursul 
diviziunilor, precum si fn cazul sporirii producţiei de acizi 
biliari sau de hormoni steroizi derivati din colesterol. Producţia de 
receptori LDL creşte şi în cazul reducerii aportului alimentar de co- 
lesterol sau al blocării enzimei HMG-CoA reductază si deci a sinte- 
zei endogene de colesterol (vezi pag. 71) precum și în cazul drenajului 
biliar repetat, al rezectiilor de ileon sau al administrării de colestiramină 
care împiedică absorbţia acizilor biliari. Receptorii LDL sint, de aseme- 
nea, puternic stimulati de hormonii.tiroidieni. 

Pe de altă parte, o alimentaţie bogată in colesterol, infuzia de acizi 
biliari, deficitul de hormoni tiroidieni sau scáderea nevoii de colesterol 
la vîrstă înaintată se insotesc de o scădere a numărului de receptori 
celulari. | | 

Pentru patologia clinică este important faptul că o reducere a acti- 
vitatii receptorilor LDL se însoţeşte de o creştere.a nivelului plasmatic 
al LDL pe cînd înmulţirea receptorilor de IDL și LDL şi implicit acce- 
lerarea procesului de captare a particulelor de IDL și LDL duce la scăderea 
concentraţiei plasmatice a acestor lipoproteine (20, 21). : 


Existenţa unor receptori pentru LDL modificate a fost dovedită la nivelul macrofagelor. 
Acești receptori, care diferă de cei aflaţi in ficat, suprarenale, ovar, fibroblasti etc., au o 
afinitate relativ redusă faţă de LDL native, captind însă rapid particulele de LDL care au 
suferit anumite modificări in structura apoproteinei apo-B-100. Astfel de modificări intere- 
scază mai ales radicalii aminoacidului lizină care se pot acetila sau malonila (in contact cu 
acetoacetatul sau malondialdehida), plicozila (în cazul unei hiperglicemii diabetice) sau pot 
reacţiona cu produşi de peroxidare ai acidului arahidonic generafi in cursul activării plăcu- 
felor sanguine sau cu superoxizi produşi de leucocite și/sau macrofage în cursul proceselor 
„inflamatorii. | M 

Desi mecanismele amintite prezinta incá multe incertitudini, procesul de oxidare al LDI, 
pare a contribui în mare măsură la formarea celulelor spunioase in cursul aterogenezei (vezi 
pag. 76). 

Receptorit pentru HDL au fost demonstrafi in hepatocite, suprarenale, ovare, testicule, 
fibroblasti si celule musculare netede, recunoaşterea și legarea HDL realizindu-se prin inter- 
mediul: apoproteinelor E şi A. Se pare cá, de cele mai multe ori, HDL captate de receptori 
specifici “nu sint internalizate si degradate ci, după o prealabilă preluare a unei anumite 
cantități de colesterol din membrana celulelor la nivelul cărora au fost captate, particulele 
de HDI, se desprind şi trec în circulaţie, favorizind îndepărtarea excesului de colesterol din 
celule. De altfel, spre deosebire de receptorii LDL, numărul receptorilor HDI, creşte in cazul 
supraincărcării cu colesterol a celulelor (5). După citeva astfel de recirculări particulele de 
HDL sint captate şi degradate mai ales în ficat. 


123.34. TRANSPORTUL DE LA ȚESUTURILE EXTRAHEPATICE SPRE 
FICAT | | | | 


Prevenirea încărcării excesive cu colesterol a celulelor implica exis- . 
tenta unor mecanisme prin care colesterolul să fie scos din celule si 
dirijat spre ficat, unde are loc eliminarea sa ca atare sau sub formă de 
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Fig. 1.11. Rolul HDL si LCAT in procesul de transport al colesterolului de la fesuturi la 
ficat (transport in revers). Se poate vedea că particulele discoidale de HDI, ,,in stare nás- 
cindá" secretate de ficat si intestin devin sferice in timp ce colesterolul (C) se esterifică 
(CE) sub acfiunea LCAT, acesti esteri trecind in miezul hidrofob al particulei. Se creează 
astfel conditii ca HDI, sa preia colesterol liber din membranele celulelor periferice. Îmbopă- 
firea cu colesterol si ulterior cu esteri de colesterol a HDL se însoţeşte si de achiziția de 
apo E de origine tisulară iar particulele astfel modificate (HDL, — HDL,) sint captate de 
receptori la apo E eliberindu-se astfel esterii de colesterol. In lizozomi CE—C sub acțiunea 
colesteril-esterhidrolazei (CEH). Colesterolul neesterificat se eliminá prin bilă ca atare sau 
dupá o prealabilá transformare in acizi biliari. Este indicatá, de asemeni, posibilitatea ca 
prin intermediul unei proteine de transfer o parte din CE sá treacá in VLDL sau chilo- 
microni. In literatură se discută si posibilitatea unui transfer de trigliceride din VLDL 
spre HDL precum și posibilitatea reconvertirii HDL, spre HDI, sub acţiunea lipazei hepa- 
tice, aceste mecanisme ipotetice nefiind indicate in schema de mai sus. 


acizi biliari. Un astfel de proces se realizeazá printr-un mecanism com- 
plex in care intervin HDL, enzima LCAT si proteina de transfer a este- 
rilor de colesterol intre diversele clase de lipoproteine (vezi fig. 1.11). 


Datorita faptului cá particulele de HDL recent secretate au in struc- 
tura. lor un procent mult mai scazut de colesterol (si mai crescut de 
 fosfolipide) decit membranele celulare, particulele amintite captează cu 
ușurință colesterolul de la suprafaţa celulelor. Întrucît urmarea captării 
colesterolului celular este creşterea raportului colesterol/fosfolipide din 
HDL, capacitatea acestor particule de a capta colesterol ar fi mult dimi- 
nuată dacă nu ar interveni activitatea de "— a colesterolului din 
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HDL sub acțiunea LCAT în prezenţa apoproteinei A—I. Esterii de co- 
lesterol formati din aceasta reactie (fig. 1.11) sint mai hidrofobi, párá- 
sesc suprafata particulei trecind in mijlocul ei. O buna parte a-esterilor 
de colesterol sint însă transferati spre alte clase de lipoproteine (VLDL, 
IDL si LDL) gratie interventiei unei proteine de transfer (vezi pag. 34). 
Concomitent, particulele de HDL acceptá in schimb. trigliceride, fosfo- 
lipide si colesterol liber din VLDL si IDL. 

Existà indicii cà procesele mentionate au drept urmare o creştere a 
încărcării cu lipide a particulelor HDL și implicit o scădere a densita- 
tii lor. Cu alte cuvinte, HDL; (densitate 1,125— 1,21) trece spre HDL» 
(densitate 1,063—1,125). Paralel cu acest proces, HDL achizitioncazá apo- 
E, provenitá din macrofage, din-alte tesuturi, din VLDL si IDL, favori- 
zindu-se astfel captarea particulelor HDL» în hepatocite, unde descarcă 
esterii de colesterol şi colesterolul liber din structura lor. Totodată, sub 
actiunea lipazei hepatice se indeparteaza trigliceridele (preluate de HDL 
din VLDL si IDL) si astfel densitatea particulelor HDL creste, respectiv 
HDL, trece in HDL3. Colesterolul cedat hepatocitelor este, in cea mai mare 
másurá, transformat in acizi biliari care se eliminá prin bila. Se pare ca 
acest proces de ,,transport in revers" de colesterol dinspre fesuturi la 
ficat are o mare importantà pentru prevenirea acumularii de colesterol 
in tesuturi si implicit pentru reducerea riscului de aterosclerozá. 

Existá, de asemenea, dovezi cá HDL contribuie la transportul de co- 
lesterol spre corticosuprarenale si gonade (5, 21, 24, 25, 45). ' 


1.3. EXPLORAREA METABOLISMULUI LIPIDIC IN 
LABORATORUL CLINIC 


H 


Explorarea N metsbolg Nd lipidice în condiţiile laboratorului clinic 
vizează. următoarele obiective majore: 
-:a) Depistarea. unei hipo- sau hiperlipoproteinemii; 
b) Incadrarea anomaliei într-un anumit tip; —— 
c) Stabilirea caracterului primar sau secundar” al anomaliei; 
| d) Precizarea mecanismelor prin care s-a ajuns la mno meta- 
bolismului lipidic; | 
e) Evaluarea potentialului e terogen sau a Alto? Greg patogenice 
ale anomaliei respective; 
f) Investigatii complementare. „privind alte “particularităţi metabo- 
lice sau de hemostază cu potenţial patogen; I 
' Este evident ca atingerea acestor obiective este posibilà doar prin- 
tr-o strinsá colaborare intre clinicieni si specialistii din laborator. Mijloa- 
cele care stau astazi la indemina laboratorului in vederea explorárii me- 
tabolismului lipidic prezintă, o complexitate variată, de.la o simplă:deter- 
minare de colesterol si pînă la studii de cinetică a lipoproteinelor plas- 
matice, bazate pe metode radioizotopice. Din acest motiv, este necesară 
o ierarhizare a metodelor! de investigare care trebuie efectuate în etape. 
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1.3.1. ETAPA ANALIZELOR DE ORIENTARE (SCREENING) 


Determinárile de colesterol total si trigliceride la: care s-ar mai putea- 
adáuga dozarea colesterolului din HDL sínt, de regulá, suficiente pentru 
depistarea unei anomalii in metabolismul lipoproteinelor. Analizele amin- 
tite trebuie însă efectuate după un repaos alimentar de 12—14 ore. ` 
Nerespectarea acestui repaos afectează in măsură neînsemnată nivelul 
colesterolemiei sau al colesterolului HDL, dar duce la o creştere a con- 
centratiei trigliceridelor. | 

Interpretarea datelor obtinute se face in functie de valorile consi- 
derate normale pentru grupul de virstá si de sex al persoanei investi- 
gate (vezi tabelul 1.3). Se poate astfel vedea ca limita normala pentru 
trigliceridele serice este evident mai ridicatà in cazul bàrbatilor. De ase- 
menea, colesterolemia este intrucitva mai crescutà la barbatii intre 20— 
40 ani fatá de femeile de aceeasi virstá. Dupá 40, si mai ales dupa 50 de 
ani, colesterolemia femeilor depăşeşte de regula pe cea a bărbaţilor. Tre- 
buie menţionat cà nu există încă o unanimitate de păreri in privința 
valorilor normale ale lipidelor serice al cáror nivel depinde si de felul 
alimentaţiei si de modul de viata într-o anumită colectivitate, iar in ca- 
zul femeilor, de utilizarea anticonceptionalelor orale care tind sa creasca 
nivelul trigliceridelor. Pe de altă parte, asa cum s-a arătat anterior 
(vezi pag. 14), riscul de infarct miocardic este de patru ori mai mare 
la subiectii cu un colesterol peste 270 mg/dl decit la cei cu o colestero- 
lemie sub 200 mg/dl (27). Prin urmare, un bürbat de 50 de ani, cu un 
colesterol de 250 mg/dl si un nivel al trigliceridelor de 230 mg/dl, inca- 
drabile in limitele apreciate ca normale, nu poate fi considerat lipsit de 
factorul de risc reprezentat de o creştere a lipidelor serice. Rezultă deci ' 
că valorile colesterolemiei pot fi considerate ca optime doar atunci cînd 
sînt sub 200 mg/dl (5,2 mmol/l), iar în cazul trigliceridelor sub 140 mg/dl 
(1,6 mmol/l) (45). De notat că nivelul trigliceridelor este, de regulă, cres- 
cut la persoanele cu supragreutate (38). | 


„Atunci cînd se constată o hiper- sau o hipolipemie se recomandă 
. efectuarea electroforezei in gel de agaroza a lipoproteinelor spre a pre- 
ciza care clasá de lipoproteine este afectatá. Valorile normale ale frac- 
tiunilor electroforetice variază între 25—35% pentru alfalipoproteine, 
15—259/, pentru fracțiunea prebeta si între 45—559/, in cazul betalipo- 
proteinelor. Interpretarea foreogramei lipoproteinelor serice se poate face 
ínsá doar atunci cind se cunosc valorile trigliceridelor si colesterolului. 
Asa, de exemplu, constatarea unei cresteri a fractiunii prebeta in condi- 
tiile unor valori normale ale trigliceridelor poate fi doar uneori conside- 
rata ca expresie a prezentei Lp (a) (vezi pag. 17), si deci nu are inca o 
semnificaţie patologică certă. Examinárile amintite sînt to :odală in măsură 
să stabilească tipul de hiperlipoproteinemie (vezi pag. 92). . 

. In literatura de specialitate se dau şi valorile normale pentru coles- 
terolul din diversele clase de lipoproteine. Pentru populaţia adultă, va- 
` lorile HDL-colesterolului sint de 31—70 mg/dl la bărbaţi si de 39— 
85 mg/dl la femei; colesterolul din fractiunea VLDL (prebeta) oscileazá 
între 6—49 mg/dl la bărbați si-3—-39 mg/dl la femei, în timp ce LDL 
colesterolul se situeazá intre 70—190 mg/dl la barbati si 60—200 mg/dl 
la femei (4). In principiu, aceste valori diferentiate ale colesterolului ar 
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trebui obtinute prin separarea lipoproteinelor in clase cu ajutorul ultra- 
centrifugărn preparative urmată de dozarea enzimatică a colesterolului 
în fiecare clasă. În practică, valorile HDL colesterolului se pot obţine 
însă cu suficientă acuratețe dozindu-le în supernatantul rămas după pre- 
cipitarea VLDL și LDL; atunci cînd nivelul trigliceridelor nu depășește 
400 mg/dl (4,5 mmol/l) si se pot exclude tipurile IH si V de hiperlipopro- 
teinemie, VLDL colesterolul este de aproximativ 1/5 din concentratia 
trigliceridelor serice exprimate in mg/dl. Într-o astfel de situaţie, LDL 
colesterol = colesterol total — (VLDL colesterol + HDL colesterol). 


L3.2. ETAPA ANALIZELOR COMPLEMENTARE 


In ultimii ani se acordá o importantá crescindá valorii diagnostice a. 
determinárilor de apoproteine. O astfel de determinare se bazeazá fie 
pe metode imunologice, fie pe electroforeza in gel de poliacrilamidà a 
apoproteinelor obtinute prin delipidarea prealabila a lipoproteinelor izo- 
late prin ultracentrifugare. Se considerá cá nivelul plasmatic al apopro- 
teinei A—1 (principala apoproteina din HDL) si de apoproteina B (apo- 
proteina din LDL), sau mai precis scáderea raportului apo- A—1/apo B, 
reflectă mai fidel riscul pentru aterosclerozá coronarianá decit determi- 
nárile de colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol sau de trigli- 
ceride (18). Se poate deci presupune cá determinárile de apoproteine vor 
deveni in scurt timp analize de uz curent. Reamintim ca determinarile 
de apoproteine ar putea contribui la elucidarea unor anomalii de me- 
tabolism lipidic. Asa de exemplu, unele hipertrigliceridemii severe sint 
cauzate de un deficit de apo C—II, despre care se stie ca reprezinta 
un cofactor al lipoproteinlipazei. Anomalii in structura apo E sint, de 
asemenea, asociate cu acumularea de beta VLDL, caracteristica hiperlipo- 
proteinemiei tip III (45). 

Recent se insistă asupra: importanţei determinărilor de Lp (a), care 
desi, de regulá, este mai crescutá la subiectii hiperlipemici, poate pre- 
zenta nivel plasmatic ridicat si la cei normolipemici si reprezintá un fac- 
tor de risc independent (vezi pag. 17). 


O comtribufie esențială la înţelegerea metabolismului lipidic au adus-o studiile privind 
procesele de reîmprospătare (turn-over) ale lipoproteinelor plasmatice. Astfel de studii implică 
marcare prealabilă in vitro cu 1%1 a lipoproteimelor separate prin ultracentrifugare. Acestea 
sint apoi injectate in circulația subiectului investigat, urmărindu-se timpul de imjumititire 
biologică a lipoproteinelor radioactive. S-a putut astfel stabili cá in hipercolesterolemia fami- 
lială (tip II-a), timpul de înjumătățire a LDL este aproximativ de 2 ori mai lung decit 
la normuli. I 

Marcarea cu 125] interesează mai ales apoprotcinele, respectiv ajo B. Pentru marcarea 
trigliceridelor este nevoie sá se administreze subicctului acizi grași marcafi sau mai bine 
glicerol marcat care se încorporează in vivo im trigliccridde din VLDL. Se urmăreşte apoi 
dispariția progresivă a radioactivităţii din trigliceridele plasmatice. Pentru urmárirca vitezei 
“de remaniere a colesterolului se injectează MC-colesterol sau *H-colestcrol, vum drindu-se in 
continuare scăderea radioactivitáfii plasmatice si apariția radioizotopului in acizii Liliari 
sau in sterolii din bilá si scaun. 

Admifindu-se că, în condiții de echilibru metabolic, respectiv în lipsa umor fluctiaţii 
importante ale nivelului plasmatic al lipoproteinelor, viteza de îndepărtare a diferitelor con.- 
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ponente ale a este. “egală. cu viteza de sinteză si de secreție, se pot face ev aluări 
asupra mecanismelor care au dus la hiperlipemie. Asa de exemplu, in cazul unei hiperlipemii : 
evoluind cu o vitezá de indepártare: redusá (turn-over incetinit), se poate presupune cá 
nivelul crescut ` al lipidelor. este o consecință a dereglării uneia din etapele procesului de 
catabolizare a lipoproteinelor. Pe de altă parte, dacă în ciuda unei viteze de reimprospătare 
accelerată există un oarecare grad de hiperlipemie, se poate afirma cá productia excesivá 
de lipoproteine constituie principalul mecanism patogenetic (38). 
. jin figurile 1.12 si 1.13 este reprodus principiul. metodelor de determinare a proceselor 
de turn-over si modul de interpretare a rezultatelor unor. astfel de investigaţii. 


Urmărirea metabolismului acizilor biliari, folosindu-se în acest scop *C-acid colic şi 
3H-acid chenodeoxicolic, poate, de asemenea, furniza informaţii asupra soartei colesterolului. 
S-a putut astfel arăta că în hipercolesterolemia familială (tip II-a) formarea de acid colic 
pe seama colesterolului este scăzută faţă de normal, pe cind la bolnavii cu hipertrigliceride- 
mie endogenă (tip II-b sau IV), 'accelerarea proceselor de turn-over şi sintezá a lipoproteine- 
lor se asociazá cu o vitezá crescutá a ‘sintezei de acid colic (16 b). 


| Determinárile diferenţiate. de colesterol liber şi. esterificat ca si dozarea fosfolipidelor totale 
saw pe “fracțiuni. au importanfá redusi pentru stabilirea riscului de atcrosclerozá.: Scăderea 
raportului între esterii de colesterol şi colesterolul liber se. constatá insá in insuficienta hepaticá 
severá si in colestază, atingind valori extrem de joase in deficitul familial de LCAT Des 
pag. 65). 
E Colestaza si deficitul familial de LCAT evolucazá si cu importante cresteri =u balti 
pidelor (mai ales lecitină), iar nivelul concomitent: crescut de colesterol liber $i de 
lecitiná produce modificári in structura lipoprateineor care realizeazá, in Spee cazuri, as- 
pectul descris ca lipoproteiná X (vezi pag. 19). < : Y 

Studiul unor enzime plasmatice implicate in micbabolismáll lipidelor contribuie, in mare 
măsură, Ja elucidarea. mecanismelor- patogenice. Asa, de exemplu, constatarea unei valori 
scăzute, a activităţii Rengenger, respectiv a activităţii lipolitice DTN EE a Mim 


Fig. 1.12. Principiul determinării proce- 
selor de .reîmprospătare (turn-over) ale 
i ed A lipoproteinelor sau a diverselor lor com- 
á : -ponente. Pe abscisă: timpul in zile de 

j: elt d so . la injectarea li oproteinelor marcate, pe 

SW e Dete cy dean: Jep ir lave ordonatá : procentul din radioactivita- 
SG k Ne Ou ye fe m Ca. an 27555599! 7 tea rămasă în circulație (reprezentare 
i logaritmică). Se observă că “timpul de 
înjumătățire (ul este prelungit la un 
subiect. care prezintă o perturbare a pro- 
ceselor de îndepărtare a lipoproteinelor 
din plasmă. Prin marcarea cu 1I a 
apoproteinei B din LDL se poate evalua 
Tua al acestei lipoproteine. ` În cazul 
marcării in vivo a trigliceridelor cu 
glicerol marcat si reinjectárii in circu- 
latie a VLDL astfel marcate se pot ob- 
fine relaţii asupra vitezei de îndepărtare 
a trigliceridelor din VLDL. Viteza pro- 
cesului de turn-over se calculează după 
‘formula: Turn-over rate (mg/h/kg greu- 

` ` 0,693 x volum plasmatic. 
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Fig. 1.13. Evaluarea diverselor posibilități de producere a unei hiperlipemii (in cazul de 
față hipertrigliceridemie). ` 


- a) corelaţie intre concentrația trigliceridelor plasmatice [S] pe abscisá si viteza de sinteză 
tas i (V) a VLDL 
b) variatele posibilități. de asociere între viteza de sinteză a trigliceridelor și posibilitățile 
de îndepărtare a lor din circulație. Avindu-se in vedere capacitatea limitată (saturabilă) 
de îndepărtare a trigliceridelor din plasmă, creşterea vitezei de sinteză se însoțește de regulă 
de o crestere a concentraţiei lor plasmatice (grupul A alcătuit din majoritatea subiecților 
cu hiperlipemie' tip: IV). Există însă şi situaţii în care sinteza accelerată se însoţeşte de o 
amplificare a posibilităţilor. de îndepărtare, astfel. încit nivelul plasmatic al trigliceridelor se. 
modifică doar în mică măsură (grupul, B incluzind unele cazuri de obezitate, de hipertiroi- 
dism sau în cazul femeilor care foiosesc anticoncenpfionale orale). Deficitul de îndepărtare, 
(grupul C) predomină în 'cazurile de hipotiroidism gi in unele cazuri de hipertrigliceridemie 
familială (tip I sau tip V, vezi pag. 52 ). Asocierea unei sinteze accelerate cu un deficit 
de indepirtare al trigliceridelor (grupul D) este caracteristicá sindromului nefrotic sau unor 
cazuri cu anomalii poligenice ale metabolismului trigliceridelor. Adaptare dupá datele din 

literatură (38,45).N == subiecţi normali. TO | 


mei (vezi pag.27), sugerează că o hiperlipemie este cauzată, în primul rind, de defectul 
de hidroliză a trigliceridelor din chilomicroni sau VLDL. 

Determinările de lecitincolesterolaciltransferazd (LCAT) se practică rareori în laboratorul 
clinic. Această enzimă secretată de ficat si avind drept efect esterificarea colesterolului plas- 
matic (vezi pag. 34 gi fig. 1-8) scade în insuficiența hepatică şi lipseşte cu desăvirşire tn 
deficitul genetic de LCAT (14, 39). Este interesant de semnalat că activitatea LCAT creşte 
la subiecţii cu hiperlipoproteinemie tip II-b şi IV, activitatea enzimei fiind oarecum paralelă 
cu viteza de sinteză si de rcîmprospătare (turn-over) a colesterolului si respectiv a esterilor 
de colesterol. De altfel, activitatea LCAT este, in mare, măsură, paralelă cu een .a pseudo- 
colinesterazei serice (CHE), o enzimá de secrefie hepaticá cu posibile implicafii in metabolis- 
mul lipidic, respectiv in scindarea  esterilor colinei cu acizi graşi (10). Spre deosebire de 
„dificultăţile , tehnice intimpinate. de dozarea LCAT, determinarea CHE constituie o analiză 
de rutină care poate furniza relaţii indirecte asupra vitezei de sinteză a lipoproteinelor. 
Există chiar studii după care scăderea raportului HDL colesterol/CHE sau apo A—I/CHE 
este in müsurá si diferentieze bolnavii coronarieni de ‘subiecții sănătoși (WD; a. 

„Creşterea marcată a gamma-glutamiltransferazet (gamma GT) la un bolnav cu hiperlipe- 
anle atrage atentia asupra alcoolismului cronic sau a unui proces de colestazá. Chiar gi in lipsa 
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alcoolismului, valorile medii ale gamma GT, constatate la bolnavii cu hipertrigliceridemie, 
depăşesc uşor media subiecților de control, fără a atinge nivelul deosebit de ridicat intilnit în 
colestază sau la alcoolici. Chiar și nivelul alaninaminotransferazei (GPT) este cu putin deasupra 
mediei normalului la bolnavii cu hipertrigliceridemie (13). 

Aceste modificári ale unor enzime provenite din hepatocite nu trebuie considerate ca 
fiind expresia unei suferinte hepatice cauzate de hipertrigliceridemie, ci mai degraba ca un 
proces cvazifiziologic de accelerare a sintezelor de proteine in ficat, respectiv ca un proces de 
inducfie (vezi cap. III). j Weni 

O astfel de accelerare a sintezei de proteine în ficat, posibil cuplată cu o secreție sporită 
de VLDL (inclusiv de apoproteine), ar putea sta si la baza constatărilor privind creşterea ni- 
velului plasmatic al unor enzime si proteine implicate în hemostază la subiecți cu hipertriglice- 
ridemie endogenă. De fapt, concentrația plasmatică a unor proteaze serinice dependente de 
vitamina K si sintetizate de ficat (protrombina, factorul VII, factorul IX, factorul X) precum 
şi a factorului XIII, stabilizator al fibrinei si inhibitorilor fibrinolizei, este mai ridicată la pa- 
cientii hipertrigliceridemici decit la subiecții normolij emic si normoponderali (15). 

Nu este exclus ca si hiperuricemia, frecvent intilnitá la hiperlipemici (23), sá se datoreze 
tot unei sinteze accelerate. 

De asemenea, frecventa asociere a supragreutafii cu diabetul si hiperlipemia face nece- 
sară explorarea metabolismului glucidic la orice hiperlipemie (toleranță la glucoză, insuline- 
mie). ; ¿OA z 
.. :Dozárile de microelemente (Mg, Cu, Zn, Mn) au devenit astázi posibile gratie spectroscopiei 

de absorbție atomică. Che. | 
"Astfel de investigaţii efectuate in diverse tipuri de hiperlipemii nu au reușit sá treacă de 
etapa analitică, iar rezultatele obținute nu au adus încă argumente suficient de convingătoare 
cu privire la rolul microelementelor în patogeneza hiperlipoproteinemiilor. De fapt, unele va- 
riatii ale nivelului plasmatic al microelementelor semnalate în literatură la hiperlipemici s-ar 
putea datora virstei înaintate, leziunilor vasculare sau terapiei cu diuretice a acestor bolnavi 
care adeseori sint şi hipertensivi. Ad 
© Subliniem insă că la ora actuală, motodele laboratorului clinic se limiteazá la investiga- 
fille care pot fi efectuate in plasmă, urină si fecale si nu au încă posibilitatea de a evalua, În mod 
direct, procesele enzimatice care se petrec in interiorul celulelor si in care microelementele 
ar putea juca un rol însemnat. 


"14. ANOMALII ALE LIPOPROTEINELOR 


Diversele anomalii ale metabolismului lipidic se întilnesc cu mare 
frecvenţă. Pentru practica medicală și respectiv pentru stabilirea riscului 
de ateroscleroză creşterea nivelului plasmatic al lipoproteinelor, respec- 
tiv hiperlipoproteinemiile, prezintă o importanţă majoră. Laboratorul 

“poate însă depista şi cazuri de hipolipoproteinemie sau de anomalii în 
compoziţia lipoproteinelor care nu sînt lipsite de interes pentru patolo- 
gia clinică. TM LO daa pe wie a ee 

Atit hiper- cít si hipolipoproteinemiile pot avea un caracter primar 
sau secundar. Cunoasterea stürilor patologice care pot duce la dereglari, 
cu: caracter/ secundar, ale metabolismului lipoproteinelor au: importanţă 
nu numai spre a diferenţia astfel de dereglări de anomaliile cu caracter 
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congenital, dar si pentru cá studiul lor poate contribui la elucidarea unor. 
mecanisme prin care se poate ajunge la cresteri sau la scáderi ale con- 
centratiei plasmatice a lipoproteinelor. 


1.4.1. DEREGLARI CU CARACTER SECUNDAR IN 
METABOLISMUL LIPOPROTEINELOR 
(Hiperlipemiile si hipolipemiile secundare) 


Astfel de hiperlipemii pot apare in conditii extrem de variate cum 
-ar fi: diabetul zaharat, alcoolismul, sindromul nefrotic, insuficiența re- 
nală cronică, hipotiroidismul, guta, obstructii ale căilor biliare, utiliza- 
rea anticonceptionalelor orale, acromegalia, sindromul Cushing, boala Ad- 
dison, glicogenozele, unele porfirii, unele hiperimunoglobulinemii mo- 
noclonale, lupoeritematoviscerita, intoxicația cu vitamina D, hipercalcemia 
idiopaticá si chiar unele septicemii cu germeni grammnegativi (9). Terapia 
cu beta-blocante si cu hidroclorotiazide poate si ea duce la cresteri ale 
“lipidelor serice (45). Avindu-se în vedere multitudinea acestor situații cit 
și faptul că hiperlipoproteinemiile primare sînt relativ frecvent intil- 
nite, există si posibilitatea asocierii întîmplătoare între bolile amintite si 
o anomalie genetică de metabolism lipidic. Din acest motiv, termenul de 
hiperlipemie secundară se poate aplica doar atunci cînd tratamentul adec- 
vat al bolii de bază influenţează în mod evident nivelul lipidelor serice, 
iar rudele apropiate nu prezintă hiperlipemie. ` 
În cele ce urmează sînt analizate doar cîteva hiperlipoproteinemii 
secundare mai frecvent intilnite sau care ridică probleme deosebite sub 
aspectul patogenezei. | | 


1.4.1.1. HIPERLIPEMIA DIN DIABETUL ZAHARAT 


A Caracterul cert secundar al unei hiperlipemii survenite la un diabetic 
poate fi sustinut doar la cazurile de diabet necontrolat, cu deficit sever 
de insuliná si evoluind cu acidocetozá. In astfel de cazuri se ajunge la 
o hipertrigliceridemie accentuatá, cu cresterea fractiunii prebeta si a 
chilomicronilor, iar mecanismul patogenetic principal pare a fi repre- 
zentat de o exagerare a mobilizárii de AGL din fesutul adipos si de un 
deficit important fn procesul de indepártare a trigliceridelor din plasma. 
Chiar si in conditiile mentionate gradul de hiperlipoproteinemie variaza . 
de la caz la caz. Se poate presupune cá hipertrigliceridemia este mai se- 
verá atunci cind decompensarea diabetului survine la un subiect obez 
sau cu un deficit minor genetic, preexistent, al mecanismelor care asigurá 
indepártarea trigliceridelor din plasmá. 


La restul cazurilor de diabet zaharat si in special la cele cu diabet 
tip II (noninsulinodependent), legátura cauzalá intre perturbarea meta- 
bolismului glucidic și. hiperlipemie este mai greu de stabilit. In primul 
rînd, nu toti diabeticii ci doar aproximativ 25%, dezvoltă hiperlipemii 
evidente. În al doilea rînd, nu se poate stabili o legătură între gradul 
de intolerantá la hidraţi de carbon si nivelul lipidelor serice. Nu este 
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astfel exclus ca aceiași factori, ca de exemplu obezitatea, tipul de ali- 
mentatie sau -alterări în dinamica secreției de insulină să conditioneze 
atit aparitia diabetului zaharat clinic manifest, cit si dezvoltarea unui anu- 
mit grad de hiperlipemie. Nu rareori astfel de diabetici cu supragreutate 
si hiperlipemie sint si hipertensivi si prezintá hiperuricemie, dar meca- 
nismele care duc la apariția acestor boli asociate (35) sau. a. asa-zisului 
sindrom metabolic (23) sint. inca putin elucidate. 


` 1.A.1.2. HIPERLIPEMIA DIN SINDROMUL LI i id te l 


Sindromul nefrotic se însoțește, în marea majoritate a cazurilor, de 
o: evidentă hiperlipoproteinemie caracterizată în primul rînd de creşte- 
rea . colesterolemiei și. adeseori de o creştere concomitentă a: trigliceri- 
delor şi fosfolipidelor. Analiza detaliată evidenţiază o creştere importantă 
a LDL colesterolului. și a; apoproteinei' B, asociată cu-o creştere a VLDL, 
realizind, de cele mai multe ori, fenotipul IIb: (vezi pag. 59). Nu 
sînt rare nici cazurile în care predomină hipertrigliceridemia, realizin- 
du-se aspectele fenotipului IV. si V. Aceste modificări sint corelate cu 
gravitatea proteinuriei si tind să revină spre: normal atunci cind survine 
o remisiune a sindromului nefrotic sau cind hipoalbuminemia este corec- 
tată prin infuzie de albuminá. Astfel de observaţii denotă cá hiperlipo- 
proteinemia nefroticilor este secundará pierderii de proteine pe cale re- 
nalá. Hipoalbuminemia si respectiv scáderea presiunii coloidosmotice a 
plasmei reprezinta un puternic stimul pentru accelerarea sintezei de 
proteine si lipoproteine in ficat. Pe de altá parte, cresterea cu predomi- 
nantá a LDL, ca si unele neconcordante intre gradul hiperlipoproteinemiei 
Si nivelul colinesterazei serice, un indicator al sintezei hepatice de 
proteine (care nu se pierde prin uriná), atrage atentia asupra mecanis- 
melor complexe implicate in producerea hiperlipemiei nefroticilor. S-ar 
párea deci cá aceste mecanisme includ nu numai o productie accelerata 
de lipoproteine dar si un oarecare deficit de catabolizare a lor (9). 

Mai putin elucidate sint cauzele care duc la cresterea lipidelor serice 
la bolnavii cu insuficientá renalá cronicá evoluind fara sindrom nefrotic. 
La cazurile supuse la dializá cronicá, s-a incriminat deficitul de carni- 
tiná (1), un compus care: 'favorizeazá pátrunderea acizilor. graşi prin mem- 
brana interna a mitocondriilor, unde are loc oxidarea lor (vezi pag. 31). 
Limitarea acestui proces face ca o. mai. mare proporţie a acizilor grași 
mobilizati din țesutul. adipos, să fie utilizati pentru. sintezá de triglice- 
„ride in ficat. zd 


1.4.1.3. HIPERLIPEMIA ALCOOLICILOR 


In multe cazuri de alcoolism se constatá o crestere a trigliceridelor si 
a fracțiunii electroforetice prebeta (VLDL). Se consideră că în astfel de 
cazuri preexistă un deficit de îndepărtare a trigliceridelor din plasmă, iar 
pe acest fond modificările induse de alcool în metabolism (creşterea mo- 
bilizării de AGL, încetinirea oxidării acizilor graşi) duc la creşterea tri- 
gliceridelor. serice. Alcoolismul cronic se însoțește, de regulă, de o cres- 
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Fie. 1.14. Anomalii cu raracter secundar ale lipoproteinelor serice: a) Evoluţia spectrului lipoproteinelor serice 
. intr-un caz de panereátitá acută la un alcoolic: 1) in primele 24 ore (trigliceridele 40 mmol/1— 3 500 mg/dl) ; 

2) la 48 ore de la debutul pancreatitei (trigliceride 17 mmol/l — 1487 mg/dl); in ziua a 3-a (trigliceride 
6 mol/1—525 mg/dl); 4) după 14 zile (trigliceride 2 mmol/1— 174 mg/dl). Normalizarea tipului V, de hiperlipemie 
este precedatá de aspecte intermediare caracterizate printr-o fracțiune beta lărgită si apariţia unei benzi rela- 
"tiv bine delimitate cu migrare postbeta. Scăderea nivelului trigliceridelor decurge cupă o pantă logaritmică. 
b) Comportarea lipoproteinelor serice la un caz de hipotiroidism. I înainte si I] după 3 săptămini de tratament 
cu hormoni tiroidieni. Colesterolemia scade de la 360mg//dl la 220 mg/dl. c) Anomalii ale lipoproteinelor serice 


în cursul colestazei CExI — colestază extrahepatică la un bolnav cu carcinom de cap de pancreas. De ob:er- 
vat apariția unei benzi cu migrare post beta și care s-a dovedit a fi lipoproteina X. CExII — normalizarea 


lipidogramei bolnavului la 6 săptămini de la efectuarea unei anastomoze biliodigestive. CI — colestazá intra- 

hepatică (ciroză . biliară) evoluind cu apariția unor alfa lipoproteine cu migrare întirziată. d) hipotetalipcpro- 

teinemie secundară la um bolnav cu un sindrom de malabsorbfie survenit în urma unui limfom al plăcilor 
Y y Peyer. 


=. 


Fig. 1.15. Aspectul electroforezei lipoproteinelor serice in diverse tipuri de hiperlipoproteinemii: N — su- 
biect normal (colesterol 176 mg/dl, trigliceride 116 mg/dl) tip II-a heterozigot (colesterol 386 mg/dl, tri- 
gliceride 134 mg/df}; II-b (colesterol 340 mg/dl, trigliceride 286 mg/dl); tip III (colesterol 536° mg/dl, 
grigliceride 398 mg/dl) — confirmarea acestui.tip de hiperlipemie necesită dozarea colesterolului din 


beta-VLDL, raportul colesterol/trigliceride fiind intotdeauna > 0,30, in timp ce, la normali, acest raport . 


este sub 0,251; tip IV (colesterolul 266 mg/dl, trigliceride 400 mg/dl); tip V (colesterol 360 mg/dl,. trigl'- 
„ceride 1 080 mg/dl), Se prezintă si un aspect (H alfa) depistat incidental la un subiect sănătos clinic, 


„în virstá de 60 de ani, care prezenta o creștere pronunțată a alfa-lipoproteinelor (HDL, colesterol 97 ing/dl). 


LI 


= 


tere a activităţii gamma-glutamiltransferazei (yGT),-o enzimă inductibila 
produsă în hepatocite. Este interesant de semnalat că nivelul acestei en- 
zime este deosebit de ridicat la acei alcoolici care dezvoltă hiperlipemie. 

Adeseori alcoolicii prezintă și un oarecare grad de hiperuricemie. 

Uneori, după un puseu acut de alcoolism, plasma poate deveni lac- 
tescentă, iar această hipertrigliceridemie severă se însoțește de creşteri 
ale fosfolipidelor si colesterolului liber. În cazuri mai rare, astfel de hiper- 
lipemii evoluează cu anemie hemolitică și icter, atari manifestări, apărute 
la alcoolici cu ficat grăsos, alcătuiesc sindromul Zieve. 

. Hipertrigliceridemia constatată în 10—20% din cazurile de pancrea- 
tită acută survine, de regulă, în legătură cu abuzul de alcool si de lipide 
alimentare iar o bună parte a subiecţilor care dezvoltă astfel de manifestări 
pancreatice asociate cu hipertrigliceridemie sînt consumatori cronici de 
alcool.. Oprirea consumului de alcool si de grăsimi și alimentarea paren- 
terală duc la o scădere spectaculoasă a trigliceridelor şi la normalizarea 
spectrului lipoproteinelor serice (vezi fig. 1.14). În cazul în care hiper- 
trigliceridemia nu revine la normal se poate bănui că o hiperlipoproteine- 
mie cu caracter primar a preexistat episodului de pancreatită declanșat 
de consumul de alcool. 

JA De notat că instalarea unei ciroze atrofice la un alcoolic se însoțește 
de o scădere a lipidelor serice sub valorile medii normale. 

Există şi date conform cărora un consum moderat de alcool ar duce 
la creşteri ale HDL cu rol de limitare a aterogenezei. Noţiunea de ,,con- 
sum moderat“ este însă insuficient precizată iar rolul unui astfel de con- 
sum în prevenirea aterosclerozei nu a fost încă dovedit. 


1.4.1.4. HIPERLIPEMIA DIN HIPOTIROIDISM 


Hiperlipemia mixedematosilor se manifestá de regulá prin cresterea 
colesterolului si, în special, a LDL-colesterolului si pare a se datora unei 
reduceri a numărului de receptori pentru LDL si IDL si implicit unei 


- incetiniri în procesul de captare si catabolizare a acestor lipoproteine. Tot- 


odatá este perturbatá transformarea colesterolului in acizi biliari. 

Mobilizarea de AGL din tesutul adipos Si sinteza de trigliceride in 
ficat sint diminuate dar, din cauza unui deficit exprimat al mecanismu- 
lui de hidrolizá a trigliceridelor plasmatice (activitatea lipoproteinlipazei 
dar mai ales a lipazei hepatice mult reduse), nivelul trigliceridelor poate 
creşte. 

Caracteristica principală a hiperlipemiei din hipotiroidism este astfel 
reprezentată de o încetinire a proceselor de turn-over ale lipoproteinelor. 
Terapia cu hormoni tiroidieni normalizează spectrul lipoproteinelor plas- 
matice, fapt care constituie de altfel un test de eficacitate a tege gét 
aplicate (vezi fig. 1. 14). 
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1.4.1.5. HIPERLIPEMIA DIN. COLESTAZA 


Cresteri ale colesterolului (liber mai ales) si ale fosfolipidelor pot fi 
intilnite si în caz de obstructie a căilor biliare. Retentia acestor „lipide 
care, in mod normal, se eliminá prin bilă, împreună cu acizii biliari si 
bilirubina, duce la formarea unor complexe lipoproteice particulare, bo- 
gate in colesterol liber si fosfolipide. Un astfel de complex este așa-zisa 
lipoproteina X (Lp X) care, la electroforeza in gel de agarozá, migreazá 
inapoia beta lipoproteinelor de care se diferentiazá insa cu greu. In 
schimb, la electroforeza in gel de agar, Lp X este singura lipoproteina 
care migrează spre polul negativ si poate fi evidențiată prin precipitarea 
in gel sub actiunea unor polianioni si a unor cationi bivalenti (de exem- 
plu, dextransulfat si CaCl»). Dozări cantitative ale Lp X sugerează cá ni- 
velul acestei lipoproteine anormale este mai crescut fn colestaza extrahe- 
paticá faţă de cea intrahepaticá. In ultima stare patologică amintită (de 
exemplu, in colestaza din ciroza biliará) se constatá in schimb aparitia 
unei lipoproteine cu migrare alfa încetinită (vezi fig. 1.14). Valoarea diag- 
nosticá a lipidelor si lipoproteinelor in procesele colestatice este însă re- 
dusá in comparatie cu modificárile extrem de exprimate constind din 
cresteri ale acizilor. biliari, ale fosfatazei alcaline si gammaglutamiltrans- 
ferazei. i 


1.4.1.6. HIPERLIPOPROTEINEMII ÎN MIELOMATOZĂ 


Hiperlipoproteinemia însoţită uneori de xantome cutanate survine 
doar rareori în cursul mielomului multiplu și, în mod ocazional, în cursul 
altor boli evoluînd cu hipergammaglobulinemie (de exemplu, lupocrite- 
matoviscerita). Deși rară, hiperlipoproteinemia indusă de imunoglobuline 
prezintă un deosebit interes teoretic denotind posibilitatea intervenţiei 
proceselor imune în mecanismele care reglează metabolismul lipoprotei- 
nelor. y 
In unele cazuri, imunoglobulinele pot afecta functia lipoproteinlipazei 
formind complexe fie cu enzima, fie cu lipoproteinele, respectiv cu 
apo CH "` | N ' | | | 
n alte cazuri, imunoglobulinele pot bloca apoproteinele care consti- 
tuie „unităţi de recunoaștere“ prin care receptorii celulari captează lipo- 
proteinele. Considerăm că merită amintite în acest sens observaţiile pri- 
vind două cazuri de mielom multiplu (unul cu IgA iar altul cu IgG) care 
au prezentat xantomatoză și hiperlipoproteinemie caracterizată, în primul 
rînd, prin creşterea resturilor VLDL (IDL) si realizînd aspectul fenotipului 
III (vezi pag. 57). Studii de cinetică efectuate în vivo (vezi pag. 44) au 
evidenţiat o încetinire marcată a vitezei de catabolizare a IDL și a pro- 
cesului de conversie a IDL spre LDL. Pe de altă parte, cercetări efectuate 
în vitro au demonstrat că particulele de LDL, prelevate de la cei doi bol- 
navi, nu erau captate de către limfocitele normale. Pe baza acestor date 
ca şi prin demonstrarea prezenţei imunoglobulinelor în preparatele de 
VLDL, IDL si LDL, separate din plasma bolnavilor, se consideră că, prin 
formarea de complexe între globulinele mielomatoase și apoproteina Boo, 
se perturbă procesul de recunoaștere și captare, la nivelul receptorilor 
celulari, a lipoproteinelor conținînd aceasta apoproteină (12). 
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1.4.1.7. HIPOLIPEMH SECUNDARE 


Aceste modificări au o importanţă diagnostică redusă. Este important de precizat că 
nou-nÁscufii prezintă o hipolipemie fiziologică, dar că valorile colesterolemiei de aproxima- ` 
tiv 70 mg/dl (1,8 mmol/1) si respectiv al trigliceridelor serice de aproximativ 20 mg/dl (0,23 
mmol/l), găsite la naştere, cresc brusc în cursul primei săptămini de viaţă iar, la aproximativ 
patru luni, se stabilesc in jurul mediei pentru grupa de virstă de pină la 9 ani (vezi tabelul 1.3). 

Colesterolemia şi beta-lipoproteinele sint, de regulă, sub. media normalului la bolnavii 
cu hipertiroidism sever. De notat că sinteza hepatică de colesterol si de trigliceride este, de cele 
mai multe ori, accelerată. În același timp însă, viteza de degradare a LDL şi de transformare 
a colesterolului în acizi biliari decurge şi mai accelerat la pacienţii cu hipertiroidism. S-a 
putut de altfel demonstra că hormonii tiroidieni stimulează puternic formarea receptorilor ce- 
lulari pentru LDL (vezi pag. 38). Se poate afirma deci că hipertiroidismul se caracterizează 
printr-o intensificare a proceselor de reimprospătare (turn-over) a lipoproteinelor. Spectrul 
electroforetic al lipoproteinelor serice se caracterizează prin scăderea procentului de beta-lipo- 
proteine şi creșterea fractiunilor prebeta şi alfa. Concomitent cu aceste modificări şi, probabil, 
în strinsă legătură cu amintita accelerare a vitezei de turn-over a lipoproteinelor, se constată 
o creştere a pseudocolinesterazei (enzimă care reflectă funcţia proteosinteticá a ficatului) (vezi 
pag. 45 şi pag. 220). Scăderea marcată a raportului colesterol/pseudocolinesterazá este de alt- 
fel o caracteristică a hipertiroidismului. 

Scăderea sintezei de lipoproteine se întilneşte în denutrifia cronică, În anemii si, binein- 
feles, în insuficiența hepatică. De precizat că, deși ficatul are un rol esențial In sinteza lipidelor 
si lipoproteinelor serice, scăderea evidentă a acestora (mai ales a fractiunilor alfa și prebeta) 
se constată doar în cirozele hepatice şi insuficiența hepatic’ persistentă (evoluind cu ascitá și ` 
sindrom hemoragic). Caracteristică pentru insuficienţă hepatică este scăderea esterilor de co- 
lesterol datorită cel puţin în parte deficitului de LCAT (vezi pag. 34 ) enzimă secretată de 
ficat si responsabili de esterificarea colesterolului in plasmă. 

Reamintim că afecțiunile hepatice însoţite de colestazá, in special icterul mecanic, evo- 
lueazá cu hipercolesterolemie (vezi pag. 50 ). Problema comportării metaboilismului lipidic in 
afecțiunile hepatice prezintă interes şi prin faptul că perturbarea sintezei hepatice a unor apo- 
proteine poate afecta procesele de clearence $i de captare intracelulară a lipoproteinelor. Comple- 
xitatea acestei probleme reiese, cu deosebită pregnant, în cursul tratamentului cu L-asparagi- 
nazd al leucemiilor. În accastă situaţie, carenfa de L-asparaginá perturba sinteza de proteine, 
deci şi de lipoproteine, la nivelul ficatului. Se ajunge la o scădere marcată a colesterolului (ade- 
seori sub 100 mg/dl) şi a fracțiunii alfa, in timp ce fracfiunile beta si prebeta iși pierd structura 

_şi se întind ca o trend spre locul de aplicare a serului. Acest aspect pare a fi datorat scă- 
derii raportului între lipide $i apoproteine. Deficitul de apoproteine, cu rol de cofactor în acti- 
vitatea enzimelor, lipolitice (de exemplu,- apo C-II) ar putea explica si creşterile trecătoare 
de trigliceride observate, uncori, in cursul terapiei cu L-asparaginazá, ca si în unele cazuri de 
hepatită acută. 

Se poate deci afirma că modificările lipoproteinelor serice in afecţiuni hepatice apar ca 
o rezultantă a deficitului de sinteză şi de secreție, pe de o parte, şi a perturbárii proceselor de 

. clearence, pe de altă parte. i!) 

Sindromul de malabsorbfie se poate insofi, În unele cazuri, de o scădere importantă a li- 
poproteinelor. Ilustrativá in acest sens este situația bolnavului Z. A. de 68 de ani, cu limíom 
localizat în plăcile Jui Peyer din intestinul subţire, care prezenta sindrom de malabsorbtie $i 
hipolipemie extrem de accentuetá (vezi fig. 1.14). 

Un mecanism patogenetic particular este reprezentat de Jeucemttle mieloblastice În care 
scăderea LDI-colesterolului pare a se datora mai ales unei captári accelerate a LDL la 
nivelul receptorilor de la suprafata mieloblastilor, probabil in legáturá cu utilizarea acceleratá 
a colesterolului pentru formarea membrenelor acestor celule în pl'nă proliferare. 
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1.4.2. DEREGLARI CU CARACTER PRIMAR ÎN: METABOLISMUL 
.LIPOPROTEINELOR 


Atunci cind: Bine fi exclus iiie rut secundar si i din SZ súblec- 
tului prezintă si ele anomalii ale lipidelor serice, se poate afirma existența 
unei dereglări cu caracter primar. Deși astfel de anomalii sînt cauzate de 
mutații afectind: receptorii celulari, apoproteinele sau enzimele implicate 
în metabolismul lipoproteic, factorii genetici nu .pot explica în totalitate 
aspectele clinice si de laborator depistate, iar, in multe cazuri, factorii 
de mediu(: alimentaţie, modul de viata) contribuie in marea măsură la. 
dezvoltarea acestor aspecte... | i 

Aşa, de exemplu, pe fondul unei anomalii génetige- a. apoproteinei E, 
alimentaţia hipercalorică- şi alcoolul pot determina apariţia unei creşteri 
importante a IDL: (B-VLDL) Si, respectiv, dezvoltarea fenotipului . HI care 
altfel nu ar fi avut expresie (vezi pag. 57): 

. O clasificare a anomaliilor afectind lipoproteinele ar trebui sà se pis 
zeze pe cunoasterea mecanismului patogenetic principal. care stá la baza 
respectivei anomalii. Gratie: progreselor realizate ín. cunoasterea biochi-. 
miei apoproteinelor, a mecanismelor enzimatice implicate in catabolizarea 
lipoproteinelor si a interactiunii lipoproteinelor cu receptorii.celulari s-au 
creat premisele unei astfel de clasificári patogenetice. Înainte de a încerca 
o clasificare de acest tip, considerăm util să prezentăm clasificarea pro-. 
pusă de Fredrickson, Levy si Lees, cu modificările aduse de o comisie. de 
experti OMS (2) (vezi tabelul. 1.4) si care este incetátenitá în laboratoarele 
clinice, fiind bazată pe evaluarea creşterii unei anumite fracțiuni. a lipo-. 
proteinelor serice (17). Atragem însă de pe acum atenţia cá.un anumit 
tip de hiperlipoproteinemie, prezentînd aspecte caracteristice ale lipidelor 
si lipoproteinelor serice, poate fi cauzat prin mecanisme diferite tot asa 
cum una și aceeași boală de bază poate da aspecte lipoproteice diferite. 


- 1.4.2.1. HIPERLIPOPROTEINEMII GENETICE, 
14.1.1. CREŞTEREA CHILOMICRONILOR (tipul T). 


.s . Nivelul . extrem . de ridicat . al. trigliceridelor (de regula peste. 
1000 mg/dl, respectiv..peste 11 mmol/l) se însoţeşte de atacuri recurente. 
de pancreatitá, xantoame eruptive (mici noduli galbeni pruriginosi pe te- 
gumente), hepatosplenomegalie, impregnare cu. lipide a retinei (lipemia 
retinalis). Aceste manifestári, apárute la un copil sau,adult tinár neobez 
$i nediabetic, la care plasma racita la 4°C are tendintá sá se smintineas- 
cá, atrage atentia asupra hiperchilomicronemiei, care este apoi.confirmatá ` 
de electroforeza in agarozà a lipoproteinelor (45). 

Mecanismul de producere a hiperchilomicronemiei_ este reprezentat de 
o perturbare a proceselor care asigurá índepártarea trigliceridelor din 
plasma dupa absorbtia lor intestinalá. O asemenea perturbare poate fi. 
consecinta unui deficit familial de lipoproteinlipaza sau de apoproteina 
C-II (cofactorul lipoproteinlipazei). S-a dovedit, si posibilitatea inhibárii, 
pe cale ri a See, in cazuri de hiperimunoglobuli- 
nemie (vezi pag. 50). 


52 


Hiperchilomicronemia si fenomenele asociate se amelioreaza in uzma 
restringerii lipidelor din alimentatie la 10—20 g/zi. De notat ca manifesta- 
rile clinice de aterosclerozá survin rareori la subiectii cu hiperchilomicro- 
nemie, care pot insá prezenta atacuri repetate de pancreatita acuta. 


| 14.2.1.2. CREȘTEREA BETA-LIPOPROTEINELOR (tipul II-a) 


Majoritatea subiectilor prezentind acest fenotip, caracterizat prin 
cresterea izolata a colesterolului din LDL si nivel normal al trigliceridelor 
si respectiv al VLDL, se incadreazá ín hipercolesterolemia familială, o 
entitate nosologicá bine definitá astázi sub aspect patogenetic. Asa cum 
se va vedea insá ulterior, unele cazuri de hiperlipoproteinemie familialá 
combinatá (vezi pag. 60), avind alte mecanisme de producere, pot rea- 
liza si ele fenotipul II-a. i | Y 

Perturbările clinice si metabolice ale hipercolesterolemiei familiale 
sînt analizate în mod succint. Această anomalie, cu mecanism de trans- 
mitere autosomal dominant, este destul de frecvent intílnitá în populație. 
Se consideră că incidența heterozigotilor este de la 1 la 500 în timp ce 
homozigotii se întîlnesc extrem de rar (1 la 1.000.000). Aceştia din urmă 
dezvoltă însă o hipercolesterolemie excesivă (peste 600 mg/dl respectiv 
15,54 mmol/l) realizată mai ales pe seama colesterolului LDL și asociată 
cu leziuni aterosclerotice severe ale coronarelor care se manifestă clinic 
înaintea vîrstei de 20 de ani. Totodată se produc infiltratii de colesterol 
în piele si tendoane, ce constituie xantoamele planare sau tuberoase pe 
genunchi, fese si coate, precum $i xantoamele tendinoase localizate mai 
ale pe tendonul lui Ahile. : Th: 


In cazul heterozigotilor, colesterolemia este de 300—500 mg/dl iar 
colesterolul din LDL depaseste 250 mg/dl (6,47 mmol/l). Manifestárile de 
tipul xantoamelor tuberotendinoase apar mai rar: si in másurá mult mai 
redusá la heterozigoti iar manifestarile clinice de ateroscleroza coronaria- 
nà, desi frecvente, apar, de regula, dupa virsta de 40 de ani. ` | 
Aga cum se vede si din tabelul 1.4 si fig. 1.15, fenotipul II-a se carac- 
terizeazá prin cresterea izolatá a colesterolului si a. LDL, în timp ce tri- 
gliceridele si VLDL se situeaza in limite normale. T 

- Mecanismul de producere a hipercolesterolemiel familiale este repre- 
zentat de un deficit sever al receptorilor pentru LDL. S-au descoperit 
- pînă in prezent cel putin 10 diferite mutații care pot duce la un deficit 
de receptori si care pot surveni in diverse etape ale complexului proces 
de elaborare a receptorilor de către celulă. Din punctul de vedere al eta- 
pei afectate, mutatiile pot fi impártite in patru clase diferite (21). 

In clasa I, cea mai frecvent intilnitá, gena mutantá nu este in ma- 
surá sá determine sinteza de receptori la nivelul reticulului endoplasmic 
rugos, astfel incit receptorii sint nedecelabili. Mutatiile din clasa a H-a 
nu afectează sinteza de receptori, sau mai bine zis de precursori ai aces- 
tora, dar ei nu sint ulterior transportati in aparatul Golgi si nu ajung sa 
fie completati prin adaosul de galactoza $i acid sialic. Clasa a III-a codi- 
fica producerea unor receptori care, desi sint prelucrati în aparatul Golgi 
şi transportaţi pînă la suprafața celulei. nu sint în măsură sa lege adecvat 
particulele de LDL. Natura modificărilor care duc la apariţia acestor re- 
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ceptori ineficienti nu este inca precizată. În sfirsit, mutatiile din clasa a 
IV-a duc la elaborarea de receptori care, desi fixeaza particulele de LDL, 
nu pot asigura internalizarea si deci catabolizarea lor. | 

Pentru a intelege consecintele deficitului de receptori pentru LDL 
(receptori apo Bio fE) trebuie reamintit ca acesti receptori leaga si inter- 
nalizeazá in hepatocite nu numai LDL dar si lipoproteinele intermediare 
(IDL) rezultate din degradarea parţială a VLDL în circulatie (vezi 
pag. 35). Lipsa unor receptori functionali se repercuteazá deci nu numai 
. asupra captárii particulelor de LDL in ficat si in tesuturile extrahepatice 
dar si asupra degradárii totale a IDL la nivelul hepatocitelor. Ca urmare, 
IDL necaptate in ficat se transforma in LDL (probabil prin interventia 
lipazei hepatice), astfel incit nivelul de LDL creste, nu numai ca urmare 
a lipsei de captare, dar si prin accentuarea procesului de transformare a 
IDL in LDL (vezi fig. 1.16). Totodatá, datorita scáderii aportului de co- 
lesterol, furnizat in mod normal prin captarea de LDL, se dereprimá 
enzima HMG-CoA’ reductază (vezi pag. 26) si se accelerează sinteza de 
colesterol endogen ín fesuturile extrahepatice. Excesul de colesterol din 
celule activeazá enzima ACAT (vezi pag. 37), ceea ce duce la formarea 
de esteri de colesterol care se acumuleazá in celulele respective. Men- 
tionám cá modificárile enzimelor mentionate nu au loc in hepatocite de- 
oarece aceste celule (ca si cele intestinale) isi regleaza sinteza de coles- 
terol si in functie de colesterolul alimentar, iar receptorii pentru resturile 
de chilomicroni nu sint afectati in hipercolesterolemia familiala (21). 


Rezumind mecanismele amintite, se poate afirma că în hipercoleste- 
rolemia familială sinteza hepatică de colesterol şi de VLDL decurge nor- 
mal, după cum normală este şi catabolizarea parţială a particulelor de 
VLDL pina la stadiul de IDL. Din cauza deficitului de receptori, acestea 
din urmă nu sînt captate în suficientă măsură în ficat si se transforma 
în LDL care se acumulează în exces, nefiind nici ele captate de receptorii 
apo B/E din ficat şi țesuturile extrahepatice. De fapt, cercetări efectuate 
cu LDL marcate cu izotopi radioactivi si injectate în circulaţie au de- 
monstrat că particulele amintite persistă în sîngele subiectului cu hi- 
percolesterolemie familialà un timp de doua ori si jumátate mai lung 
decit la subiectii sánátogi. In cele din urmá, particulele LDL sint in- 
depártate din plasma chiar si la bolnavii cu anomalia mai sus mentio- 
natá, datoritá unor mecanisme independente de receptorii specifici si evi- 
dent mai putin eficiente. Un astfel de mecanism este captarea în macro- 
fage a particulelor LDL, mai ales după ce ele au suferit anumite modifi- . 
cári structurale (vezi si pag. 38). Ë 

„La heterozigoti, care constituie majoritatea pacientilor cu acest tip de 
hiperlipoproteinemie, numárul receptorilor pentru LDL este de aproxi- 
mativ jumátate din cel intilnit la normali, iar modificárile amintite sur- 
vin inir-un grad atenuat. Numárul redus de receptori nu poate preveni. 
cresterea la valori duble sau chiar triple fata de normal a concentra- 
Gei LDL in mediul extracelular, dar este totuși în măsură să furnizeze 
colesterol celulelor, producînd astfel o reprimare a sintezei de HMG-CoA 
reductazá si respectiv o moderare a activităţii acestei enzime. 


Existá indicii asupra existentei unor defecte minore in procesul de 
catabolizare a LDL. Astfel de subiecti ajung sá prezinte hipercolestero- 
lemie doar în condiţii particulare, de exemplu atunci cînd devin supra- 
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Fig. 1.16. Rolul deficitului genetic sau cîştigat de receptori la LDL în determinarea hiper- 
colesterolemiei. Adaptarea după Goldstein si Brown (21). a) La normali VLDL secretate de 
ficat sint convertite în IDI, sub acţiunea lipoproteinlipazei (LPL) la nivelul endoteliilor 
capilare din țesutul muscular si adipos, iar o bună parte a particulelor IDI, este captată 
de receptorii pentru LDL, (receptorii apo B100/E) si receptorii la apo E, ambii din ficat. 
Restul particulelor IDL, se transformă. în LDI, sub acțiunea lipazei hepatice (HL) fiind, 
ulterior, şi ele captate de către receptorii hepatici sau de alte țesuturi. Se poate vedea cá 
aportul de colesterol spre hepatocite depinde nu numai de captarea IDL, și LDL de către 
receptorii specifici menţionaţi dar și de colesterolul venit pe calea resturilor de chilomicroni 
si captate prin receptori la apo E. O altă sursă este colesterolul provenit din captarea HDI, 
(nearătat in figură). b) în hipercolesterolemia familială diminuarea condițicmată genetic 
a receptorilor hepatici față de LDL (si partial IDL) face ca particulele: necapfüite de IDL, să 
treacă în LDL care, nefiind nici ele captate, cresc mult În plasmă. c) dieta bogată în lipide 
saturate și colesterol poate şi ea duce la un deficit de receptori hepatici la LDL, si IDL; 
de fapt, încărcarea ficatului cu colesterol din surse: alimentare reprimă sinteza de receptori 
in ficat dar nu si in alte țesuturi. 
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ponderali sau atunci cind consuma cantitati crescute de grasimi saturate 
si de colesterol. La persoanele amintite, nivelul colesterolemiei poate fi 
mai usor redus prin másuri igieno-dietetice decit in cazurile de hiperco- 
lesterolemie familială. Comportarea fata de colesterolul alimentar per- 
mite impartirea acestor subiecti in non- $i hiperreactivi (non-, hyperres- 
ponders), primii. avind colesterolemia nemodificatà la un adaos moderat 
de colesterol alimentar, in timp ce a doua categorie prezintă creşteri 
semnificative. Astfel de diferente s-ar putea explica prin. capacitatea di- 
ferită de represie a sintezei de colesterol şi a numărului de receptori 
pentru. LDL (vezi pag. 36). Hipercolesterolemiile apărute în aceste con- 


- 


ditii sint deci in mare másurá rezultatul unei diete nerationale (21). 


1.4.2.1.3. CREȘTEREA BETÀ-VLDL (tipul III, disbetalipoproteinemia) 


„Această anomalie se caracterizeaza prin cresterea „concomitentă a 
irigliceridelor si coiesterolului datorită nivelului anormal de ridicat al 
unor. lipoprotsine cu densitate foarte joasă care, se deosebesc însă de 
VLDL normale printr-un conținut neobișnuit de mare în colesterol iar 
la electroforeza in gel de agarozá migrează cu fracțiunea beta și nu cu 
prebeta lipoproteinele (8-VLDL). Aspectul foreogramei este de beta lata 
(vezi fig. 1.15) iar in fractiunea beta, izolata prin ultracentrifugare, ra- 
portul dintre colesterol si trigliceride este totdeauna mai mare de 0,30 
(acest raport fiind sub 0,25 in VLDL de la subiecţii normali). . wë 

Pacienţii cu hiperlipoproteinemie tip, IH prezintă un risc :crescut 
pentru. apariţia precoce à “manifestárilor clinice ale, aterosclerozei. Ade- 
seori ei sint supraponderali, hiperuricemici şi au o toleranta scazuta la 
testul de încărcare cu glucoză, Se constată de asemenea o mare tendinta 
la dezvoltarea xantoamelor tuberoeruptive si palmare. Toate manifestă- 
rile descrise apar, de regula, la virsta adulta (45). AR 

Mecanismele prin care se dezvoltá acest tip de hiperlipoproteinemie 
au fost elucidate abia în ultimi ani. S-a demonstrat astfel că majorita- 
tea subiecţilor cu hiperlipoproteinemie tip III sint homozigoti pentru 
apolipoproteina Ey (Ez/Es), in timp ce, forma normalá a acestei apopro- 
teine este alela Es. Anomalia in cauzá, data de inlocuirea argininei din 
pozitia 158 prin cistiná (158 Arg>-Cis), face ca resturile de chilomicroni 
si de VLDL (respectiv IDL) sà nu mai fie recunoscute de receptorii spe- 
cifici si să crească mult in singe. La acelasi rezultat se ajunge in cazurile 
mult mai rare de deficit de apo E sau deficit de lipază hepatica, despre 
care se stie că are un rol în transformarea JDL in LDL. Observarea aces- 
tor bolnavi a evidentiat faptul cà dezvoltarea manifestárilor clinice si de 
iatorator sînt in mare măsură favorizate de factori de mediu ca de 
exemplu alimentația hipercalorica care duce la supragreutate si la sinteză 
crescută de VLDL iar, pe de altă parte, că un regim igienodietetic adec- 
vat, care duce la slăbire, se însoţeşte: de o ameliorare dramatică a hiper- 
lipemiei. Se poate deci presupune că o sinteză accelerată de VLDL ur- 
mată de o. prelucrare relativ normală a acestora in circulație (vezi 
pag. 35) duce la o crestere a IDL si a resturilor de chilomicroni al căror 
catabolism este însă blocat; particulele mai sus amintite, prevăzute cu un 
apo E normal, neputind D captate de receptori, desi acestia sint in 
numár normal... y i 
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14.2.14. CREȘTEREA PREBETALIPOPROTEINELOR (tipurile 11b, IV, V) 


Aceastá anomalie, evoluind cu cresterea trigliceridelor, este extrem de 
frecventá dar totodatá deosebit de heterogena atit in privinta aspecte- 
lor realizate de spectrul lipidelor serice cit si in ce priveste mecanismele 
patogenetice si riscul de aparitie a aterosclerozei. : 3 

De regula, cresterea VLDL survine la adulti si se insoteste, in majo- 
ritatea cazurilor, de hiperuricemie, supragreutate si scáderea tolerantei 
la glucoză, manifestările xantomatoase survenind însă rareori. 

Creșterea izolată a prebeta lipoproteinelor (hiper VLDL) este carac- 
teristică tipului IV, creşterea VLDL si a LDL (de regulă LDL > VLDL) 
realizează tipul II-b, iar creșterea concomitentă a VLDL şi a chilomicro- 
nilor survine in tipul V..O bună parte a subiecţilor cu tipurile II-b si IV 
precum si unele cazuri mai rare cu tipul V se pot încadra în așa-zisa 
hiperlipemie combinată familială, anomalie frecvent asociată cu atero- 
scleroza coronarelor. Caracteristică pentru această formă de hiperlipo- 
proteinemie este creșterea apoproteinei B in VLDL si LDL care nu se 
însoţeşte, de regulă, de creşterea proporţională a colesterolemiei. Se 
ajunge astiel la o creștere a raportului apo B/colesterol. Mecanismul prin- 
cipal de producere este reprezentat de o creștere a secreției de VLDL. De 
fapt, studiile de cinetică au demonstrat o producţie crescută și un proces 
de remaniere accelerat al acestor particule care interesează nu numai 
trigliceridele si colesterolul dar si apoproteina B (45). Se realizează ast- 
fel o creştere a numărului de particule si nu doar o supraîncărcare a lor 
cu trigliceride. Este de la sine înţeles că gradul hipertrigliceridemiei en- 
dogene depinde nu numai de viteza de secreție a VLDL ci si de eficiența 
mecanismelor care asigură îndepărtarea din plasmă a unor astfel de par- 
ticule, eficienţă care variază de la individ la individ. Așa, de exemplu, fe- 
meile tinere au o capacitate de clearence mai mare decît bărbaţii pentru 
trigliceride, fapt care explică nivelul plasmatic mai scăzut al acestor li- 
pide în perioada fertilă a sexului feminin. | 

.. In marea majoritate a cazurilor cu hipertrigliceridemie tip II-b si IV 
sistemele de indepártare din plasmá a VLDL functioneazá normal, fiind 
însă depásite de producţia excesivă. Într-o proporţie redusă a cazurilor 
există un defect de clearence al trigliceridelor si bineînțeles cá, in aseme- 
nea situaţii, hipertrigliceridemia este mult mai accentuată, ajungindu-se 
uneori la aspectele realizate de fenotipul V. | 

„Există însă si posibilitatea unei sporiri marcate a capacităţii de în- 
depărtare a trigliceridelor din plasmă, astfel încît creşterea sintezei de 
VLDL este în bună măsură compensată iar nivelul trigliceridelor putin 
modificat. În astfel de situaţii, singura modificare decelabilă este acce- 
lerarea proceselor de turn-over a VLDL. 


„Soarta particulelor de IDL și LDL, rezultate din catabolismul 
VLDL, depinde de numărul și eficienţa receptorilor apo B-100/E. Astfel, 
în unele cazuri de obezitate, evoluînd cu lipemie în limite practic nor- 
male, producţia crescută de VLDL este pe deplin compensată de o cata- 
bolizare rapidă a acestora precum și a particulelor de LDL rezultate (16). 
Pe de altă parte, în condiţiile unei eficiente reduse a receptorilor, asociată 
cu 0 sinteză accelerată de VLDL și o.capacitate normală de prelucrare a 
VLDL in plasmă, se poate ajunge la o creştere exprimată a LDL si la 


58 


Ne be .—— ee A eres tee trai 


2n01jeu WOJPUIS ZU) et ZU) 
UISTOOIY ai | V; 9p TIQUI yjuZzpos aywnusye peur Jep 
ALIĂ 39QUI | -eu petu Appel LA 21v310du10;) 110389p pioasape | I mdy ul vo ISeəlpoy | VIVI Anv[o1 A 
m —Ó——Ó HÀ — d —s— —y JT M —  á— MÀ ü P M M——— 
uspooo[e n ənə yjnzyos | ; 
-opat WOIPMIS PEIA 310124291J | -sə19 y[ud31 ap 10asap poossope | pjvispour oyrăaurozrdaH 3024223] AI 
LE. LI uM o v c la — m 
(g1eu 
(183 ap ¡vu 3202321d . ganzgos | -qed p10959pu) ysvourpusz 
-OMdaoxa)  yzojeuio[sr 1$ 23024221] ¿ 110353p 110953pt -O1aqn}  PZOILIIOȚULX | PIPI ANES III 
£ — > | ——— ————np —— RM 
ənosnəu WOIPUIS əmə sep. gjuzpos yzojeurojuvx 
uls1p101130d1H 3j1u24231] | -sazo yjn381 ap | ap Iwujsəp | Nes gmou | gyoazap nu yInger aq pjuaadar | q II 
mg LA c MD ue ZR.  — .. UU — —— h TT ———— | — 
: s ysvouipua; (1103 
291301jou UlOJpUIS əooəoə1d al -013qN) pzZOJTUIOJUBN -12013321[) 
uy poəun 'usppozrodrH | 1$  ajUIADIL eum Sap fot RT eremiog | “ppozqadyed purse[ojuex yjusA»a1p | V IT 
— N a PA ETT | c uo EE | 
(181 ap jeuorjdaoxe) = ane a[vupuopqe 1310 (J 
yzojeuio[or« d gynae gynvoiouvd ` 
uisyooo[y i "| ap ranonyy “amedamozed 
Avis 32924 : 3JUJ ¿ ° ivi yjeuijou | -əH `əsndn:ə sumvOQjueX GTA I 


ya Eee KEE H e c WC A N 


(IIIX A ‘LVO 


a “ze 1əl1səur02) rs 7 
¿gə AUNUIO) TIJARUJOQUI 7013950133 zopeda 4 ;zoən[8 v IWP ; 
TIAL UOC ty YZ019] 1 popeda -vjrzaqo nə Y i^. ye! _| einaxaatd | dry 
Joun ajepunoas euro, | ap nuyisapuey | 2H91995 9p IOP | sos y vjuvio[opj | -Ose som rjsenue 


-aeunzuos [P 20 
-puise¡d PAN 


was [S UOSMIJIPILT ap asfiosap 10] d 


“potas [Npadsu wuzj[uar yod 319 goup au» *'(uuuopoo RU ur amaai) dupunjas J39])uIW2 nə at pnuradgp1od qup ut pmauduou gopdw as nu Un) 
-propad Əə)jsə, v eweg Ian) no apuraujajoi1d od pod p ap (md apastaryp nj J10953pB apose aaypoq Rau Js EU CRIGOÉLOHEIIEG 


ep mq 


S 


realizarea fenotipului II-a. De fapt, studii de cinetică au demonstrat ca 
o serie de subiecţi cu fenotipul II-a se încadrau mai degrabă in hiperli- 
pemia combinatá familialá si nu in hipercolesterolemia familială (45).: 

. Există astăzi tendinţa de a diferenţia în cadrul fenotipului IV o en- 
titate denumită hipertrigliceridemia: familială şi care diferă de hiperlipe- 
mia combinată printr-un nivel mai scăzut al apoproteinei B-100 si o va- 
loare normală a raportului apo B-100/colesterol, precum și printr-un risc 
relativ redus de ateroscleroză (45). Se pare că, spre deosebire de hiper- 
lipoproteinemia combinată familială, hipertrigliceridemia familială se ca- 
racterizează nu atit printr-un număr crescut de particule VLDL, cit mai 
ales printr-o creştere a încărcăturii de trigliceride pe fiecare particulă. 
Asa cum s-a arătat dezvoltarea fenotipuiui V implică existenţa unor de- 
ficiente în desfășurarea proceselor de îndepărtare a _trigliceridelor din 
plasmă. Spre. deosebire de hiperchilomicronemia din tipul I, creşterea 
VLDL și chilomicronilor din tipul V prezintă rareori deficite severe de 
lipoproteinlipază sau de apoproteină CII dar subiecţii sînt adeseori homo- 
sau heterozigoti pentru o formă rară de apoproteină E(apo E), care are 
o afinitate relativ normală pentru receptori, și prezintă o creştere a apo- 
proteinei CIH bogată in acid sialic (apo CIL») care limitează acţiunea lipo- 
proteinlipazei si intirzie captarea chilomicronilor din plasma. Existà si 
„cazuri de hiperlipemie tip. V in care, la defectele genetice menţionate, se 
asociază o secretie accelerată de VLDL caracteristică hiperlipemiei fa- 
miliale combinate iar alcoolul, terapia cu estrogeni, diabetul si obezitatea 
accentueazá mult hipertrigliceridemia. : 

Reproducem schematic in fig. 1.13 mecanismele prin care se poate 

instala cresterea trigliceridelor si respectiv a VLDL. IWS 


14.22. ANALIZA CRITICĂ A DATELOR PRIVIND. 
HIPERLIPOPROTEINEMIILE ` : 


Cele arătate mai sus sint in măsură sá atragă atenţia asupra faptului că vechea clasifi- 
care propusă de OMS (vezi tabelul -1.4) nu dă indicii asupra defectului molecular care stă 
la baza anomaliei, Asa, de. exemplu, fcnotipul II a poate surveni atit în hipercolesterolemia 
familială, care are la bază un deficit de receptori, cit şi în hiperlipemia: combinată familială, 
cînd aspectul se realizează printr-o secreție accelerată de VLDL rapid catabolizate spre LDL. 
De asemenea, hipertrigliceride miile endogene, cu aspect de tip IV, pot fi rezuitatul unor dere- 
glări diferite in care excesul de sinteză sau deficitul de clearence intervin in proporţii varialile. 
Se pare că deficitul de indepărtăre din plasmă a trigliccridelor reprezintă fondul gehetie, iar 
accelerarea sintezei hepatice ar fi consecutivă supragrcutátii si modului de viaţă (scdentarism, 
alimentaţie hipercaloricá $i bogată in dulciuri). O ` I . i 

Diferentierea hiperlipoproteinemiilor in funcţie de defectul molecular ar implica deter- 
minári de apolipoproteine si de variante ale acestora, explorarca activităţii cnzimelor im- 
plicate in metabolismul lipidic si evbluarea eficienței receptorilor celulari. Chiar si simpla di- 
ferenficre a unei hiperlipemii produse prin defect de catabolizare de vna cauzată de o sin- 
tezá crescutá ar implica studii de cineticá cu lipoproteine marcate cu izotopi. Dupá 
părerea noastră, observarea creşterii: in plasmă a enzimelor de secretie hepatică 
(pseudocolinesteraza, LCAT) ar putea sugera o creştere a sintezei de VLDL..Evi- 
dent însă că o astfel de ipoteză ar trebui verificată. prin studierea concomitentă a 
cineticii lipoproteinelor si a secreției enzimelor hepatice. În tabelul 1.6 se incearcă 
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© prezentare a mecanismelor patogenetice prin care se ajunge la dezvoltarea hiper- 
lipoproteinemiilor si a defectelor moleculare care stau la baza acestor anomalii. De 
notat cá.la ora actualá nu s-au găsit încă defectele moleculare care determină o 
exagerare a sintezei hepatice de VLDL. ` à 
| Alături: de hiperlipoproteinemiile relativ frecvent intilnite si deci mai ‘bine 
cunoscute în medicina clinică redăm în continuare şi alte cîteva anomalii mai rar 
intilnite ale lipoproteinelor plasmatice. 


1.4.2.3, ALTE ANOMALII ALE LIPOPROTEINELOR SI LIPIDELOR ' 


1.4.23.1. PREZENTA DE LDL ANORMALE (beta sitosterolemia si xantomatoza 
„cerebrotendinoasă) : 


Astfel. de anomalii au fost de curind depistate la subiecţi care pre- 
 zentau xantoame tendinoase fără ca nivelul colesterolemiei să fie mult 
crescut. Persoanele afectate pot avea fie beta sitosterolemie fie xantoma- 
tozá cerebrotendinoasá. In primul caz, se ajunge, prin mecanisme încă 
insuficient elucidate, la o creștere anormală a absorbției de steroli de ori- 
gine vegetală la nivelul intestinului subțire, ceea ce favorizează atit dez- 
voitarea xantomelor cit si apariţia precoce a aterosclerozei coronare. Din 
fericire, atît creșterea nivelului plasmatic al sitosterolilor cit și apariţia 
consecutivă a manifestărilor clinice poate fi influenţată favorabil de o te- 
rapie orală cu colestiramină (vezi pag. 69). 

În cazurile cu xantomatoză cerebrotendinoasă se acumulează în 
plasmă colestanol, un compus steroidic (similar colesterolului dar lipsit 
de dubla legătură si de lanțul lateral). Această anomalie rezultată din- 
tr-un defect metabolic pe calea de sintează a colesterolului si asociată cu 
o deprimare marcata a formárii de acizi biliari, in spetà acid chenodeoxi- 
colic, evolueazá cu xantomatozá tendinoasá si fenomene neurologice. Ad- 
ministrarea de chenodeoxicolat (250 mg de trei ori/zi) reduce concentra- 
fia plasmaticá de colestanol si incetineste evolutia fenomenelor neuro- 
` logice (45). Fi 


1.4.2.3.2, DEFICITE DE CHILOMICRONI, VLDL, LDL (abetalipoproteinemia 
si hipobetalipoproteinemia) i i 


Scăderi marcate ale colesterolului si trigliceridelor se pot observa la 
bolnavi cu sindrom de malabsorbtie sau casexie. Dacă valorile acestor 
variabile scad însă sub 50 mg/dl (1,3: respectiv 0,6 mmol/l se poate 
bănui prezența unei abetalipoproteinemii. Anomalia este cauzată de un 
deficit genetic în sinteza apolipoproteinei B (deficit autosomal recesiv) 
şi se caracterizează. prin absența totală a lipoproteinelor conținînd în 
structura lor apo B-100 sau apo B-48 (VLDL, LDL, chilomicroni) (vezi 
pag. 20). Boala se asociază cu tulburări de absorbție a lipidelor, care se 
elimină prin fecale, si modificări de formă ale eritrocitelor, care au un as- 
pect crenelat cu spini (acantocitoză). Mai grave sînt însă afectarea retinei 
(retinită pigmentară atipică) si tulburările nervoase caracterizate, în pri- 
mul rînd, prin ataxie-si avînd ca substrat morfologic o demielinizare a 
cordoanelor posterioare si laterale ale máduvei. 
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Recent s-a descris o așa-zisă abetalipoproteinemi? normotrigliceride- 
mică în Gare ‘absorbtia trigliceridelor si formarea chilomicronilor de- 
curge normal iar apoproteina B-48 este prezentă în plasmă. Lipsind însă 
apo B-100, sinteza de VLDL se opreşte, iar această clasă de lipoproteine 
ca și cea a LDL nu sînt detectabile în plasmă. Manifestările clinice care 
însoțesc anomalia sint mai putin severe decît în deficitul ambelor apo- 
proteine B. ` 

Hipobetalipoproteinemia familialá este o boalà de sine státàtoare 

si nu doar o forma minora a afectiunii descrise mai sus. Anomalia se 
transmite printr-un mecanism autosomal dominant iar heterozigotii pre- 
zinta nivele de LDL si VLDL aproximativ 50% din cele normale si 
nu dezvoltá manifestárile clinice semnalate la subiectii cu abetalipopro- 
teinemie. Homozigotii, proveniti din doi párinti cu hipobetalipoproteine- 
mie, prezintă însă toate manifestările clinice ale abetalipoproteinemiei 
(25, 45). 
. Desi rare, astfel de cazuri au o deosebită importanţă teoretică, rea- 
lizînd adevărate experienţe ale naturii. Se vădeşte astfel importanța esen- 
tialà a apo B-48 pentru absorbţia lipidelor şi a apo B-100 pentru trans- 
portul colesterolului şi trigliceridelor sintetizate în ficat spre celulele te- 
suturilor extrahepatice. Se ridică pe drept cuvînt întrebarea dacă leziu- 
nile degenerative din sistemul nervos și din retină nu se datoresc tocmai 
perturbării transportului de lipoizi necesari refacerii membranelor celu- 
lare precum şi deficitului de vitamine liposolubile. De altfel, administra- 
rea parenterală a unor doze mari de vitamina A si E reduce progresiu- 
nea complicatiilor neurologice si oculare (25). 

De de alta parte, existenta subiectilor cu hipobetalipoproteinemie (he- 
terozigoti) cu nivel LDL si VLDL de aproximativ 500% din cel normal 
s1 fără nici o manifestare clinică, denotă că organismul uman ar putea 
face faţă necesităţilor cu o cantitate de LDL mult redusă fata de cea con- 
siderată în prezent normală, pentru populația: europeană și nordame- 
ricană. | 

Conform unor studii recente, o aceeași genă de structură, localizată 
la om pe cromozomul 2, codifică atit sinteza de apo B-100 (cu 4536 ami- 
noacizi şi produsă în ficat) cit si sinteza de apo B-48 (cu 2152 amino- 
acizi şi produsă în mucoasa intestinală). Mecanismul de formare al apo 
B-48 reprezintă o formă particulară de prelucrare a acidului ribonucleic 
mesager (m RNA) pentru apo B și constă din introducerea unui cordon 
stop prematur care întrerupe formarea lanţului peptidic după aminoaci- 
dul cu numărul 2152. l | 

Ca urmare a unor mutatii, se poate ajunge insa la trunchieri ale 
apo B la alte nivele si implicit la producerea unor apo B anormale (apo 
B-46, apo B-37, apo B-39), a cáror secretie decurge intr-un ritm mai lent 
si avind drept consecinta diverse grade de hipobetalipoproteinemie (52). 


14233. DEFICITUL DE HDL 


Concentratii joase se întîlnesc adeseori. la barbatii sedentari, fuma- 
tori, obezi si hipertrigliceridemici. Deficitele genetice de HDL evolueaza 
însă cu scăderea foarte accentuată a acestor lipoproteine. S-a reușit iden- 
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tificarea mai multor defecte genetice evoluind cu diferite grade de redu- 
cere a concentrației plasmatice a HDL (45). 

„Aşa, de exemplu, hipoalfalipoproteinemia familială se o sien 3 
prin nivele medii ale colesterolului HDL de 26 mg/dl care sint mult sub 
limita inferioará a normalului de 33 mg/dl. Anomalia. transmisă: genetic, 
printr-un mecanism autosomal dominant, este relativ frecvent intilnitá 
Şi evoluează cu o accentuată tendință la dezvoltarea precoce a ateroscle- 
rozei coronarelor. Defectul molecular sala de: aceastá nale nu 
este încă elucidat (45). . 

In, așa-zisa boală Tangier, rfiseeluh HDL bien mult mai mult astfel 
încît heterozigotii prezintă valori de aproximativ 509/, din cele. normale 
iar homozigotii au HDL scăzut pînă la 1%, din valorile medii normale. 
La aceștia din urmă, anomalia ‘evoluează: cu: hipocolesterolemie ` (50— 
90 mg/dl), cu valori moderat crescute ale trigliceridelor si acumulare de 
esteri de colesterol in tesuturi si mai ales ín organele bogate in macro- 
fage. Se ajunge astfel la hepatosplenomegalie si adenopatii iar amigdalele 
primesc un aspect galben-portocaliu, ca un fagure:de miere. La manifes- 
tárile amintite se adaugá un usor grad de opacifiere a corneei. $i o ten- 
pna moderată la dezvoltarea prematură a aterosclerozei coronariene: 

„S-a putut demonstra: că în boala Tangier, scăderea HDL se asociază 
cu un nivel extrem de scăzut al apoproteinei A.I. Cu toate acestea, conți- 
nutul de apo A-I.al celulelor epiteliului intestinal este normal, ceea ce ar 
putea. sugera. că anomalia menţionată nu este consecinţa unui deficit de 
sinteză ci urmarea eliberării unei molecule: modificate: de apolipoproteiná, 
susceptibilă să sufere un. proces de ;catabolizare rapidă. Deși natura de- 
fectului molecular nu este încă descoperită, există totuși. premisele unei 
explicații a modificărilor. interesînd colesterolul plasmatic și tisular. Avînd 
în vedere că HDL asigură .transportul colesterolului de la țesuturile ex- 
trahepatice spre ficat si că apo A.I este un cofactor al enzimei LCAT, 
care asigură esterificarea colesterolului plasmatic, acumularea de coleste- 
rol în ţesuturi şi scăderea valorilor sale plasmatice (colesterol esterificat) 
apare ca o consecinţă logică a „deficitului de HDL si de apo A.I. Faptul 
ca in tesuturi se gásesc mai ales esteri de colesterol se explică prin aceea 
că orice . creștere a concentraţiei. de colesterol liber în celulă activează 
ACAT (acil- -CoA-colesterol acil-transferaza), enzima de esterificare intra- 
celulará a colesterolului, (25). 


Recent s-a descris si: un defect combinat de ee Al si CII, 
asociat cu scăderea extrem de marcată a HDL, valori relativ scăzute ale 
colesterolului, xantomatoză cutanată si palpebrală, opacifierea moderată 
a corneei si o tendință accentuată la dezvoltarea precoce a aterosclerozei, 
Spre deosebire de boala Tangier | deficitul de apo A.I si apo C.III nu se 
datoresc unei catabolizári excesiv. de rapide, ci unui, deficit: de. sintezá 
a acestor apoproteine (40). — ` | : 

Un deficit de HDL in care  opacifierea corneei se situează pe prim 
plan este așa-numita boală a ochilor de pește (fish eye disease). 

Defectul molecular responsabil de această “anomalie este necunos- 
cut (45). 

S-au descris si cazuri in care opacifierea corneei Si boala. coronariană 
precoce se asociază în mod paradoxal cu un nivel mult crescut de HDL co- 
lesterol. S-a putut preciza că această hiperlipoproteinemie se ` datorește 
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unei creşteri izolate a subfractiunii HDL», supraincárcatà cu lipide, ca ur- 
mare a unei perturbări în transferul esterilor de colesterol din HDL» spre 
VLDL (vezi pag. 39, si fig. 1.11) sau din cauza unui deficit de lipaza 
hepatică si implicit a încetinirii captării hepatice a încărcăturii lipidice 
din HDL». În astfel de cazuri de hiper HDL, colesterolemie familială se 
ajunge la o blocare a transportului în revers a colesterolului si la o acu- 
mulare de lipide în ţesuturi (31b) Anomalia descrisă, este de natură a 
atrage atenţia că nivelul crescut de HDL colesterol nu constituie neapă- 
rat un mecanism de protecţie fata de ateroscleroză. De fapt, semnificaţia 
creşterii HDL trebuie consideratá în funcţie de subfractiunea crescută și 
de dinamica transportului în revers a colesterolului. 


1.4.2.3.4. DEFICITUL FAMILIAL DE LECITINCOLESTEROLACIL- 
TRANSFERAZA (LCAT) | . l 


- Desi această stare patologică nu este cauzată de un defect primar al 
lipoproteinelor, ea evoluează cu un important deficit de HDL si manifes- 
tări clinice destul de asemănătoare cu cele mai sus menționate. Asemăna- 
rea nu trebuie să surprindă avînd in vedere că HDL si enzima LCAT rea- 
lizează o unitate funcţională. (vezi pag. 39). De fapt, în cazurile descrise 
de autorii scandinavi, era prezentă ateroscleroza si opacifierea corneei, 
la care se adăugau proteinurie si insuficienţă renală progresivă precum 
si un sindrom anemic normocrom. Investigatiile de laborator evidenţiază 
o scădere marcată a esterilor de colesterol si a lizolecitinei, in timp ce co- 
lesterolul liber $i lecitina sînt crescute, iar activitatea LCAT, responsabilă 
de esterificarea în plasmă a colesterolului, este nedecelabilă. Boala evo- 
lueazá adeseori cu hiperlipemie, colesterolemia (colesterol liber) fiind de 
200—600 mg/dl, fosfolipidele (lecitina) ajungînd la 300—800 mg/dl, iar 
trigliceridele oscilind între 120—1800 mg/dl. - x 

Examenul electroforetic al lipoproteinelor evidentiazá o scàdere ex- 
primatá a fracțiunii alfa (o mică cantitate de HDL migrind intirziat in 
domeniul alfa), fracțiunea prebeta se contopeste cu beta care apare mult 
lăţită, inglobind si cantități variabile de LpX bogată în colesterol liber $i 
lecitiná (vezi pag. 19). Totodatá hematiile bolnavilor prezintá modificári 
de formă cu aspecte in ţintă, cauzate de o acumulare de colesterol liber 
și lecitină în membrana eritrocitară. Acumulări de colesterol şi formarea 
de celule spumoase se constată si în măduva osoasă și în rinichi, feno- 
mene care sînt în măsură a explica anemia şi tulburările renale. Opaci- 
fierea corneei pare a se datora tot unei infiltrări de colesterol în toate 
straturile stromei. Desi rar intilnita, aceasta anomalie genetică cu caracter 
autosomal. recesiv prezintă o deosebită importanţă, demonstrind rolul 
LCAT în transportul colesterolului (39). 


1.4.23.5. DEFICITUL DE. HIDROLIZĂ INTRACELULARA A ESTERILOR DE 
COLESTEROL i 


Deşi nici această anomalie nu este cauzată de o mutație care ar 


afecta lipoproteinele sau receptorii celulari ai acestora, am considerat 
utilă prezentarea ei aici deoarece evoluează cù acumulări importante de 
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esteri de colesterol si trigliceride in diverse tesuturi. Defectul molecular 
constá intr-un deficit sever de colesterilesterhidrolazá acidá (cunoscutá si 
sub numele de esterazá acidá, lipazá acidá). Drept urmare a acestui defi- 
cit, celulele subiecţilor afectaţi nu sint in măsură sá hidrolizeze esterii de ` 
colesterol pe care diversele celule, prevázute cu receptori apo B.100/E 1i 
capteazá si ii internalizeazá impreuná cu LDL. Acumularea consecutivá 
de esteri de colesterol ín lizozomi realizeazá douá boli de gravitate deo- 
sebitá; boala Wolman si boala stocárii esterilor de colesterol. In boala 
Wolman (autosomal recesiva), supraincárcarea cu esteri de colesterol este 
deosebit de grava si se asociaz cu calcifierea glandelor suprarenale, avind 
o evoluţie letală înaintea vîrstei de un an. Boala stocării esterilor de co- 
lesterol, transmisă tot autosomal recesiv, este însă mai benignă, iar unii 
subiecţi afectaţi au supraviețuit peste vîrsta de 40 ani. Nu se cunosc încă 
mecanismele de care depinde gravitatea consecinţelor unui deficit de co- 
'lesterolesterhidrolază acidă (25). 


14.2.3.6. ANOMALII ALE SFINGOLIPIDELOR (tezaurismoze lipidice) 


Acest grup de imbolnáviri rare, cu caracter familial, au la bazá acumulári de 
sfingolipide in diverse fesuturi. Sfingolipidele constituie un grup heterogen de com- 
pusi avind in comun un alcool aminat cu 18 atomi de carbon denumit sfingoziná. 
Legarea sfingozinei într-o legătură amidicá cu un acid gras (N-acilsfingozina) for- 
meazá asa-zisele ceramide care constituie unitatea de bazá a sfingolipidelor. Intru- 
cit tezaurismozele lipidice nu se reflectă in modificări ale lipoproteinelor plasma- 
tice si beneficiazá in micá másurá de aportul laboratorului clinic, ne limitám a 
reda, sub formá succintá de tabel, citeva aspecte al acestui capitol de patologie (vezi 
tabelul 1.6 b). 


L5. BAZELE BIOCHIMICE ALE TERAPIEI 
HIPOLIPEMIANTE 


i Indicatiile majore ale terapiei hipolipemiante sint: 

` 1) Pancreatita recurentă (survenind în timpul I si V); 
: 2) Prezenţa xantoamelor; 
| 3) Profilaxia primará si secundarš a aterosclerozei. 


15.1. MASURI IGIENO-DIETETICE 


Avindu-se in vedere cà dezvoltarea unei hiperlipemii depinde nu nu- 
mai de factori genetici dar si de obiceiuri alimentare insusite incá din 
copilárie, profilaxia aterosclerozei si a hiperlipoproteinemiilor poate fi 
consideratá ca o problema de pediatrie si de educatie sanitará la virsta 
tinárá. | I 

Este important de stiut cà in numeroase cazuri un regim igieno- 
dietetic adecvat este in másurá sà influenteze in mod favorabil hiper- 
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lipemia, mai ales atunci cind in producerea acestei anomalii au contribuit 
factori de mediu ca, de exemplu, o alimentatie bogatà in grásimi si, in ge- 
neral, o alimentaţie hipercalorică, sedentarismul si stările de stres psiho- 
emotional.” . | i ir Am 
` În principiu, atît regimul igieno-dietetic cit si eventuala medicatie ar 
trebui sá fie adaptate la mecanismul.de producere al hiperlipoproteine- 
miei. Asa, de exemplu, în cazurile de hipertrigliceridemie endogena, 
asociate cu obezitate, regimul dietetic trebuie să fie nu numai sărac in 
grăsimi animale dar si hipocaloric, insistîndu-se asupra reducerii gluci- 
delor rafinate in vederea obținerii unei reduceri în greutate. În astfel de 
cazuri, se recomandă mese frecvente dar sărace în calorii, conținînd mai 
ales peste, carne slabă, cruditáti sub. formă de: salate ou uleiuri ve- 
getale. = H Lu Ob zb iaa Bin | | zn 
» În cazurile de hipercolesterolemie se insistă asupra reducerii con- 
sumului de colesterol și grăsimi saturate. ER 
American Heart Association recomandă o dietă în care grásimile 
sá nu depășească 309/, din totalul caloriilor, raportul dintre grásimile sa- 
turate şi 'cele nesaturate sá fie in jur de 1, iar colesterolul din alimente 
sá fie sub 300 mg/zi, (vezi pag. 24 pentru alimentele bogate in colesterol). 
Utilitatea unui-astfel de regim este justificatá astüzi din punct de vedere 
. teoretic, in lumina datelor privind variatia receptorilor pentru LDL ín 
functie de alimentatie (vezi pag. 56), iar studiile prospective àu demon- 
strat o reducere a colesterolului si a incidentei infarctului miocardic la 
grupurile populationale care au aderat în mod susținut la dieta mentio- 
nata (41, 48, 58). Nu existá dovezi cà efortul fizic ar scádea lipidele serice, 
cu’ excepţia: cazurilor de obezitate în care gimnastica medicală produce o 
reducere a surplusului. ponderal. Dat fiind însă 'că sportul disciplinează 
reacţiile neurovegetative si contribuie la reducerea stărilor de încordare 
psihoemotionalá, exercițiul fizic moderat ar trebui recomandat nu numai 
tuturor hiperlipemicilor dar și tuturor subiecţilor cu tendinţă la sedenta- 


rism. 


Regimurile dietetice severe, de tipul celui recomandat de American 
Heart Association, ar trebui aplicate mai ales acelor subiecti hiperlipe- 
mici în a căror familie s-au semnalat frecvente cazuri de infarct mio- 
cardic sau accidente vasculare cerebrale şi care ar putea fi deosebit de 
susceptibili la efectele nocive ale LDL. Aplicarea unui astfel de regim 
populaţiei generale nu ni'se pare justificată din următoarele motive: 

a) Majoritatea subiecţilor nu aderă cu plăcere la un regim extrem 
de sărac în lipide și destul de insipid; = baa | 
! b) Nu toti subiectii sint predispusi sà dezvolte hiperlipemie in urma 
unei diete obisnuite, in tárile industrializate; existá de fapt subiecti la 
care nivelul de LDL nu crește, chiar atunci cînd urmeazá-o dietă bogată 
în lipide; | 
... €) La unele persoane, arterele par să prezinte o rezistenţă particulară 
fata de nivele crescute de LDL. Asa de exemplu, 10—200/, din subiecții cu 
hipercolesterolemie familială (heterozigoti) depășesc vîrsta de 60 de ani 
fara a prezenta semne de insuficienţă coronariană; | 

d) În sfîrşit, nu se poate exclude posibilitatea ca un regim prea să- 
rac: în lipide să ducă la alte îmbolnăviri a căror dezvoltare este astăzi 
prevenită tocmai printr-un consum moderat de lipide. i 
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Este recomandabil ca atit indicatiile pentru un regim igieno-dietetic, 
cit si evaluarea eficienţei acestuia sá se facă pe baza unui control de la- 
borator cit mai complet al spectrului lipidelor serice, iar in cazul cind 
rezultatele nu sint satisfăcătoare, să se treacă la medicatia hipolipe- 
mianta. | 


18.2. MEDICAMENTE CU EFECT HIPOLIPEMIANT 


1.5.2.1. DATE GENERALE 


Este 'important de stiut cá toate medicamentele hipolipemiante au 
si unele efecte secundare si că nici unul din aceste medicamente nu este 
pe deplin eficient în toate tipurile de hiperlipemie. În mare, astfel de 
medicamente ar putea fi împărţite în trei categorii: 1) Agenti care re- 
duc sinteza de VLDL, ca de exemplu acidul nicotinic; 2) Agenti care 
accelerează procesele de clearence al VLDL, ca de exemplu clofibratul 
și gemfibrozilul; 3) Agenti care accelerează catabolizarea LDL, asa cum 
sînt colestiramina și colestipolul (45). | 

La substantele de mai sus, se mai pot adàuga recent descoperitii 
inhibitori de HMG CoA-reductazá, care frineazá sinteza de colesterol 
incá in etapele initiale. 

In ultimii ani, s-au descris rezultate favorabile cu preparatul pro- 
bucol care previne oxidarea LDL si reduce procesul de formare a celu- 
lelor spumoase in peretele arterial. l 


1.5.2.2. COLESTIRAMINA SI COLESTIPOLUL 


Acești agenti sînt rásini schimbătoare de ioni care, avind: numeroase 
grupări electropozitive, leagă in intestin acizii biliari electronegativi îm- 
piedicind reabsorbtia lor si blocind circuitul hepatoenterohepatic al aces- 
tora. Ca urmare a depletiei de acizi biliari o cantitate mai mare de co- 
lesterol va fi consumată pentru transformarea în astfel de compuși, iar 
celulele hepatice își cresc numărul de receptori LDL (vezi fig. 1.17). 
Luate ‘pe cale orală în doză de 8 g/zi (doza maximă fiind de 32 g/zi), 
preparatele: de colestiraminà (Questran, Cuemid) produc o scădere cu 
aproximativ 10—25%/ a colesterolului din LDL. Este bine ca acest trata- 
ment, aplicat in hiperlipoproteinemia tip I-a, să fie iniţiat cu doze mici, 
crescîndu-le apoi progresiv. 

Colestipolul in doze de 3X5 g/zi acţionează prin aceleași mecanisme, 
avînd o eficacitate similară iar efectele secundare, constind din consti- 
patie alternind cu diaree, senzaţie de balonare, flatulentà si greață sint 
aceleaşi ca in cazul colestiraminei. Este important de știut că rășinile 
mai sus menţionate interferează cu absorbţia digitalicelor, a tiroxinei, 
fenilbutazonei, tetraciclinei si a preparatelor de antagoniști ai vitami- 
nei K. Se limitează totodată absorbţia vitaminelor liposolubile. Pe lingă 
acest inconvenient, terapia cu colestipol sau colestiramină poate duce la o 
creștere a nivelului seric de trigliceride mai ales in cazurile in care 
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există o oarecare tendinţă la hipertrigliceridemie endogená. ‘Eficacitatea 
relativ redusá a ráginilor fixatoare de anioni se poate explica, cel putin 
in parte, prin dublul ráspuns al hepatocitelor, la cresterea utilizárii de 
colesterol pentru refacerea rezervorului de acizi biliari. Pe de-o parte 
se sporeste, asa cum s-a arátat mai sus, numárul de receptori pentru 
LDL, dar pe de altă parte se induce sinteza de HMG-CoA reductază si 
deci producţia hepatică de colesterol. Nu este exclus ca in strínsá le- 
gatura cu cresterea productiei endogene de colesterol sà se stimuleze 
si secretia trigliceridelor incorporate in VLDL. Din aceste motive este 
recomandabil ca terapia cu preparate de colestiraminá sá fie asociata 
cu acid nicotinic, care reduce secretia de VLDL (vezi pag. 72). O per- 
spectiva optimista se deschide astazi prin posibilitatea asocierii colesti- 
raminei cu inhibitori de HMG-CoA reductaza. | 


1.5.2.3. INHIBITORI DE HMG-CoA REDUCTAZA 


Incá din 1975, Goldstein si Brown au identificat o serie de compusi 
analogi, oxigenati, de colesterol (de exemplu 7-cetocolesterolul, 6-cetocoles- 
terolul si 25-hidroxicolesterolul) care au puternice efecte represive prin 
feed-back negativ asupra HMG-CoA reductazei, in culturile de celule 
normale si chiar cu celule provenite de la bolnavi cu hipercolesterole- 
mie familială (homozigoti). Deoarece acești analogi steroidici ar putea 
interfera si cu procesele de utilizare a colesterolului in formarea mem- 
branei celulare sau a hormonilor steroizi ori acizilor biliari, importanta 
lor este pur teoretica. Recent s-au extras din anumite mucegaiuri substante 
nesteroide care inhibá competitiv HMG-CoA reductaza. Astfel de com- 
pusi, ca de exemplu compactinul (ML 236 beta) extras din penicilium ci- 
trinum si mevinolina (monocolin K), la rindul ei extrasá dintr-o specie 
de monascus, posedá o catená lateralá foarte asemánátoare beta-hidroxi- 
beta-metilglutaril CoA care prezintá substratul natural al HMG-CoA re- 
ductazei (vezi pag. 25). Compusili amintiţi se leagă in centrul activ al 
enzimei si ii inhiba puternic activitatea. Administrate impreuná cu co- 
lestiramina unor subiecti cu hipercolesterolemie familială (tip I-a hete- 
rozigoti), preparatele amintite au scázut colesterolemia aproape la ju- 
mátate (de la 3564-14 la 2174-10 mg/dl) în decurs de 12 saptamini; 
fárá sá fi produs efecte secundare decelabile. O astfel de terapie a dus si 
la scáderea trigliceridelor serice iar explorári efectuate cu LDL marcate 
au demonstrat cá scáderea acestor particule este determinatá de o cres- 
tere a receptorilor apo B-100/E (vezi fig. 1.17). Dacă observaţiile de 
lungá duratá vor fi in másurá sa excluda efectele colaterale nocive, te- 
rapia mai sus menţionată se va dovedi deosebit de utilă in cazul hete- 
rozigotilor cu hipercolesterolemie familialá (31). Se pare cà efectele cola- 
terale sint de fapt reduse iar astázi acesti inhibitori ai HMG-CoA reduc- 
tazei se aplicá frecvent in terapie sub denumiri ca de exemplu Lovasta- 
tin sau MK 733. | 

Asa cum este insá de asteptat, homozigotii afectati de aceasta ano- 
malie si lipsiti complet de gena care codificá sinteza receptorilor LDL nu 
răspund la terapia combinată cu colestiramină si inhibitori de HMG- 
CoA reductazá. Amintim aici, cu caracter informativ, incercarea de a 
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corecta lipsa de receptori LDL la. homozigoti prin transplantul de ficat 
cu un conţinut normal de: receptori. Operatia, efectuata asupra unei fetite 
de 6 ani cu hipercolesterolemie familialá deosebit de severà (colesterole- 
mia de 1200 mg/dl) si care suferise deja citeva infarcte miocardice, a 
necesitat . si un transplant de inimá. După. mai bine de 6 luni de la ope- 
ratio, nivelul colesterolului s-a mentinut in jur de 300 mg/dl, fapt ce 
demonstrează că receptorii de pe hepatocitele ficatului transplantat- își. 
păstrează capacitatea de a L septa și cataboliza particulele, de LDL din 
circulaţie. 


1.5.2.4. ACIDUL NICOTINIC (niacina) - 


Aceste preparate (Niconacid, Xavin), care limiteazà, printr-un me- 
canism incà neelucidat, sinteza si secretia de VLDL, se utilizeazá pentru 
terapia hiperlipoproteinemiilor tip II-b, III, IV si V. Astfel.de medi- 
camente sint insa contraindicate la subiectii cu afectiuni hepatiee sau cu 
boalá ulceroasá. Ele pot produce eriteme, prurit, uscáciunea tegumen- 
telor si iritatii oculare, fenomene care pot fi inláturate prin administra- 
rea unei tablete de : aspirină zilnic. Terapia trebuie începută cu o doză de 
100 mg de trei ori pe zi, în timpul meselor, crescindu-se progresiv pina 
la o dozá medie de 1 g, de trei ori pe zi (doza. maxima fiind de 9 g/zi). 
Existá si forme de acid nicotinic retard care sint mai bine tolerate. 

Acidul nicotinic produce o scădere cu aproximativ 40%, a. triglice- 
ridelor si colesterelului din VLDL, in timp ce LDL colesterolul scade cu 
209/, iar HDL colesterolul crește cu 20%. Deoarece această terapie poate 
duce la creșteri ale transaminazelor, acidului uric si glucozei sanguine, 
controlul de laborator trebuie să urmărească nu numai comportarea D- 
pidelor serice ci si a parametrilor mentionati. 


+ 1525, CLOFIBRATUL (acidul p-clorofenoxiizobutiric) 


Aën in doza de. 1 g, de luă. ori. pe zi, EE reduce 
cu aproximativ 3002 trigliceridele si colesterolul din VLDL, .avind o 
slabă influență asupra LDL colesterolului Si producind o uşoară cres- : 
tere a HDL colesterolului. Prin efectul de accelerare a catabolismului 
VLDL (printr-un mecanism inca neelucidat), particulele de LDL pot creste 
în unele cazuri care au un. echipament deficitar. de receptori pentru 
LDL. Clofibratul produce totodata o accelerare a fibrinolizei, o diminuare 
a fibrinogenemiei, o scádere a factorului XIII stabilizator al fibrinei si 
o tendintá de normalizare.a hiperreactivitátii plácutelor sanguine. Prin 
aceste efecte, clofibratul pare a fi util in terapia ' hiperlipopro- 
teinemiilor tip IIb, III si IV. Pe de altă parte, pot sá apară efecte 
colaterale nedorite, între- care menţionăm  miozita, potentarea ac- 
tiunii antagonistilor de vitaminá K si, in rare cazuri, alterarea functiilor 
hepatice. Efectul cel mai neplácut al terapiei cu clofibrat este favorizarea 
litiazei biliare. Astfel, într-un studiu .prospectiv de amploare s-a con- 
statat cá, desi clofibratul reduce semnificativ incidenta coronaropatiei, 
| mortalitatea globalá nu. a scăzut, ba chiar a crescut datorită, în primul. 
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rind, afectiunilor biliare. Din aceste motive, terapia cu clofibrat trebuie 
recomandatá doar acelor subiecti cu hiperlipemiile mentionate care nu 
au răspuns favorabil la regimul igieno-dietetic sau la alte medicatii, 
cum ar fi acidul nicotinic sau gemfibrozilu!. ' : 


1.5.2.6. GEMFIBROZILUL 


Acest agent are o structură asemănătoare cu a clofibratului. Admi- 
nistrat pe cale oralá, in doze de 600 mg, de doua ori pe zi, gemfibrozilul 
reduce nivelul VLDL, are o influentá mai redusá asupra LDL si creste 
substantial nivelul HDL. Ca si clofibratul, el este recomandat pentru 
reducerea hipertrigliceridemiilor severe, avind insá un efect litogenic 
mai putin exprimat, asupra bilei. Gemfibroailul nu este insa recoman- 
dabil persoanelor cu afectiuni hepatice sau renale. 


1.5.2.7. PROBUCOLUL 


Întrucît administrarea orală de probucol (2500 mg/zi). produce nu 
uumai o scădere a LDL (cu aproximativ 20%) dar si a HDL (cu apro- 
ximativ 3094), utilizarea acestui preparat a fost privită initial cu multà 
rezerva (45). Studii ulterioare, extinse pe o perioadá de 10 ani, sugereaza 
însă cà probucolul ar putea deschide o noua eră n strategia farmaco- 
logicá a combaterii aterosclerozei, putind produce nu numai o intirziere 
a dezvoltárii plácilor ateromatoase dar chiar si 0 regresiune a leziunilor. 
Fiind un compus liposolubil, cu proprietáti antioxidante si o structurá 
chimicá similará hidroxitoluenului dibutilat, probucolul se include in 
particulele de LDL si previne oxidarea acestora in peretele arterial. Ca 
urmare, se reduce efectul chemotactic al LDL oxidate fatá de monocite 
si implicit se limiteazá procesul de formare a celulelor spumoase (vezi 
pag. 76 si fig. 1.18). Colesterolul din particulele LDL pătrunse in pere- 
tele vascular, dar neoxidate si neincluse in macrofage, poate fi apoi 
preluat de cátre HDL si transportat spre ficat, unde are loc eliminarea 
sa (vezi pag. 38 si fig. 1.11) iar probucolul favorizeazá si acest proces. 
. De fapt, scáderea nivelului plasmatic de HDL colesterol sub actiunea pro- 
bucolului nu se produce printr-o diminuare a sintezei unor astfel de 
particule ci prin accelerarea captárii hepatice a incárcáturii lipidice din 
HDL 2, probabil in legáturá cu stimularea de cátre probucol a activitatii 
lipazei hepatice. In acest context, scáderea HDL trebuie privita ca o 
expresie a favorizárii transportului în revers a colesterolului. Mecanismul 
descris ca si prevenirea oxidárii LDL sint in másurá sá explice regresiu- 
nea aterosclerozei in urma terapiei cu probucol (22 b). 


1.5.2.8. ALTE MEDICAMENTE CU EFECT HIPOLIPEMIANT 
Existá multe preparate cu efecte hipolipemiante mai mult sau mai putin ex- 


primate si care au fost experimentate sau sint in curs de evaluare. Asa de exem- 
plu, administrarea pe cale oralá a antibioticului neomiciná (2 X 1 g/zi) a dus la o 


73 


reducere cu 21%, a colesterolului la pacienti cu hiperlipoproteinemie tip II-a, fiind 
totodatá bine tolerat. Chiar si benzodiazepinele (25 b) s-au dovedit a avea un mo- 
derat efect hipolipemiant in conditii experimentale si in testári clinice (de exemplu, 
Napoton, Diazepam). Amintim cá studiile prospective privind eficienta terapiei cu 
D-Tiroxind au arütat cá, in ciuda scáderii LDL, incidenta mortii subite a fost 
mai mare decit la lotul netratat. Nu este exclus ca acest efect negativ sá se fi exer- 
citat prin intermediul cresterii nevoilor de oxigen ale miocardului sub efectul 
D-tiroxinei, care, desi mai slab decit in cazul L-tiroxinei, nu este neglijabil. 


1.5.2.9. CONSIDERATII CRITICE ASUPRA TERAPIEI HIPOLIPEMIANTE 


Aga cum se poate constata, toate medicamentele hipolipemiante au 
și efecte colaterale nedorite. Se ridică pe bună dreptate întrebarea dacă 
beneficiile realizate de acest gen de terapie contrabalansează efectele ne- . 
dorite deja menţionate. Cu alte cuvinte, este oare în măsură terapia hi- 
polipemiantă să reducă incidenţa accidentelor coronariene acute sau măcar 
să amelioreze calitatea vieţii bolnavilor cu aterosclerozá coronariana. Exis- 
tă la ora actuală o serie de studii prospective care evaluează beneficiile 
scăderii postterapeutice a lipidelor serice. Rezultatele par a fi încuraja- 
toare,cu excepţia studiului amintit, care indică o creștere a incidentei 
mortii subite in urma terapiei cu D-tiroxiná, și a unui studiu amplu 
întreprins de Organizaţia Mondială a Sănătăţii care arată că, deși terapia 
«de durată cu clofibrat reduce incidența infarctului miocardic, se ajunge, 
în cele din urmă, la o creştere a mortalităţii prin alte boli decît cele 
“cardiovasculare. 


In schimb, terapia cu acid nicotinic a scăzut semnificativ recurenta 
infarctului miocardic iar un alt studiu prospectiv de amploare a de- 
monstrat reducerea incidentei coronaropatiilor la grupe de populaţie su- 
puse unui regim dietetic si tratamentului cu colestiramină pentru re- 
ducerea colesterolemiei. De altfel, ca rezultat al măsurilor profilactice de 
ordin dietetic, asociat cu renunţarea la fumat și cu tratamentul corect 
al hipertensiunii arteriale, mortalitatea prin infarct miocardic a scăzut 
într-o serie de ţări în care populaţia a aderat la măsurile amintite (31, 
41, 45, 47, 48). Se pun de asemenea mari speranţe în eficienţa terapiei cu 
probucol (22 b). | 

Astfel de rezultate deschid o perspectiva optimista si aduc totodata 
argumente pentru rolul anomaliilor metabolismului lipidic in patoge- 
neza aterosclerozei. "ped 4 


` 


Tabelul 1.7. 
Indicaţii dietetice și terapeutice in iuncţie de tipul de hi perlipoproteinemie 
A 5 AAA 
Tip Indicafii dietetice . ,Medicafie hipolipemianta 
I Reducerea grásimilor. Se admit grá- =a ! i 


simi confinind acizi grasi cu lanţ mediu 
| de atomi de carbon (lactate). 
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Tabelul 1.7. (continuare): 


— — —— DR MÀ —  — — A|MWVIIIISIS@&UHNIIŠISIITIY <SSƏI€CCóIOC,C|NWKNCIUW$IXILƏQIISISGE a M M M aaa 


Tip Indicatii dictetice ` Medicafie hipolipemiantá 

IL a Reducerea consumului de-colesterol si Colestiraminá, colestipol 
grăsimi saturate (de origine animală). Acid nicotinic. In stadiu de experiment | 
Se recomandá grásimi nesaturate clinic: compactin, mevinolin (lovasta- 
(uleiuri vegetale). tin) | 

III —Sláíbire. Reducerea colesterolului si Gemfibrozil, acid nicotinic; clofi- | 
grăsimilor saturate. Se recomandă brat, doar dacá nu se obtin rezultate cu | 
grásimi nesaturate. regim sau cu preparate amintite an- 

: terior. ; 

II b-IV | Slăbire. Reducerea colesterolului si a Acid nicotinic, Gemfibrozil, Lovastatin. 
grăsimilor saturate. Se admit grăsimi Clofibrat doar in cazurile rezistente 
nesaturate. Reducerea zaharurilor rafi- | la altă terapie hipolipemiantă. 
nate. Evitarea alcoolului. 

A RE EE O 
V .Slábire. Reducerea grăsimilor si a za- Tatonare cu acid nicotinic, gemfibrozil. 


harurilor rafinate. Evitarea alcoolului. 
Regim hiperprotidic. 


.L6. LIPIDELE SI ATEROGENEZA 


Desi există, in general, un consens după care anumite anomalii ale 
lipoproteinelor serice reprezintă un factor de risc pentru dezvoltarea le- 
ziunilor aterosclerotice, mecanismele prin care se instalează aceste le- 
ziuni sint controversate (49, 51). 

. Discutarea diverselor ipoteze si speculatii privind mecanismul atero- 
genezei ar depási scopul prezentului capitol. Ne vom limita deci doar 
la relatarea unor observaţii verificate, încercînd să le corelám cu ano- 
maliile metabolismului lipidic. În esenţă, modificările constatate in plá- 
cile aterosclerotice pot fi astfel sistematizate: 

a) Acumularea intra- si extracelulară de material lipidic, mai ales 
colesterol, precum si prezenţa apolipoproteinei B; | 

b) Migrarea unor monocite din sîngele circulant în subendoteliu; 

c) Proliferarea celulelor musculare netede ale peretelui arterial; 

d) Acumularea de țesut conjunctiv (fibre de colagen si proteoglicani); 

e) Formarea de microtrombi murali fibrinoplachetari care au o mare 
tendință de încorporare in straturile subendoteliale ale peretelui vascu- 
lar; | | 

f) Prezența complexului de atac al membranei (complexul Css- al: 
sistemului complement) pe membrana celulelor in curs de liza; 

g) Prezenta de leziuni ale endoteliilor cu sau fara zone de reendo- 
telizare, indicind procese de reparatie, prin migrarea $i proliferarea ce- 
lulelor endoteliale. | 


1.6.1. ACUMULĂRI DE COLESTEROL ÎN PERETELE VASCULAR 


Acest proces, care rezultă dintr-un dezechilibru dintre pătrunderea 
de LDL prin endotelii si mecanismele care asigură îndepărtarea exce- 
sului de colesterol, nu poate fi înţeles fără a tine seama de rolul ele- 
mentelor celulare. De fapt, plăcile aterosclerotice sînt umplute cu celule 
gunoier (scavenger cells) care, inglobind mari cantități de colestero!, se 
transformă in celule spumoase. Astfel de celule provin fie din macro- 
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transforma in ceiuie spumoase. Astfel de celule provin din macro- 
fagele peretelui arterial, fie din monocitele singelui circulant care pătrund ` 
in perete la nivelul unei leziuni endoteliale sau chiar prin. diapedezá. 
Exista astüzi dovezi cà macrofagele capteazá cu aviditate mai ales par- 
ticulele de LDL modificate (acetilate, malonilate, succinilate, peroxidate, 
glicozilate sau cuplate cu proteoglicani). Astfel de modificári pot afecta 
fie componentele lipidice, fie apoproteina B. Asa de exemplu, peroxida- 
rea radicalului liziná al apo B si a fosfolipidelor din LDL are loc sub 
actiunea radicalilor superoxizi generati de macrofage. Pe de alta parte, 
malonilarea radicalului liziná al apo B poate avea loc sub acţiunea ma-. 
londialdehidei rezultatá in cursul producerii de prostaglandine, in te- 
suturile lezate sau in trombii plachetari. In principiu, radicalul epsilon- 
amino al lizinei din apo Dar putea reacţiona cu. alti compusi generati 
si de plácute si de macrofage, asa cum sint leucotrienele, produse sub ac- 
tiunea lipoxigenazei, iar plasma diabeticilor contine cantitáti variabile de 
LDL glicozilate. Meritá semnalat si faptul cá lichidul extracelular al ten- 
doanelor si aortei contine liziloxidazá; o enzimá cu rol in legarea trans- 
versalá a fibrelor de colagen si care ar putea oxida si radicalii liziná ai 
LDL. Toate reactiile mentionate cresc incárcarea electronegativá a par- 
ticulelor LDL si favorizeazá captarea lor de cátre macrofage prin inter- 
mediul unor receptori speciali. O caracteristicá importantá a acestor 
receptori constá in faptul cá nu sint reglabili, permitind acumulári mari 
de LDL care depásesc capacitatea celulei de a le metaboliza, ajungindu-se 
astfel la formarea de celule spumoase (5, 36). PUE 
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Fig. 1.18. Rolul particulelor de LDI, modificate oxidativ în procesul de formare 
a celulelor spumoase; I-LDI, oxidate atrag monocitele; II macrofagele incár- 
cate cu LDL oxidate tsi reduc motilitatea; III supraîncărcarea cu LDL oxi- 
date a macrofagelor duce la formarea celulelor spumoase; IV LDL oxidate (si 
macrofagele încărcate cu astfel de particule) exercită un efect toxic asupra endo- 
teliilor. De notat cá noțiunea de leziune endotelială nu implicá o denudare, ci doar 
o disfunctie a celulelor endoteliale; V — accentuarea insudárii de plasmă inclu- 
zind particule de LDL. Dupá D. Steinberg si colab. (48 b), cu unele modificári. 
mø = macrofag. 


. Mecanismele care tind sà previná acumulárile excesive de coieste- 
rol (mai ales sub formá de esteri) sint si ele in mare másurá dependente 
de elementul celular. Astfel; in conditiile unei transcitoze moderate a LDL, 
macrofagele din zona subendotelialá, care au inglobat lipoproteinele, párá- 
sesc peretele arterial, prin diapedeza (printre celulele endoteliale) trec in 
circulaţie si sint blocate în sistemul reticulohistiocitar (splină, ganglioni). 

„De notat însă cá.particulele LDL oxidate inhibă mobilitatea macro- 
fagelor care rămîn astfel blocate în peretele arterial continuînd să înglo- 
beze LDL şi transformîndu-le în celule spumoase. Totodată LDL oxidate 
şi ineorporate: în macrofage “stimulează metabolizarea acidului arahido- 
nic în aceste celule, ceea ce duce la eliberarea de prostaglandine si leu- 
cotriene cu efect proinflamator (48: b).. Acelaşi efect proinflamator,' avînd 
ca rezultat creșterea permeabilităţii vasculare si exudarea de plasmă în 
spaţiul subendotelial, îl exercită si diversele monokine produse de mo- 
nocit/macrofag, asa cum sînt interleukina (iL.-1) şi factorul de necroză 
tumorală (TNF). Mecanismele care duc la formarea celulelor spumoase 
sînt ilustrate în figurile 1.18 si 1.19. -- i : i | 
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Fe 1.19. Mecanisme biochimice care duc la creșterea aterogenicitáfii particu- 
lelor de LDL. Modificatá după Steinberg si colab. (48 b). Glicozilarea LDL 
ta bolnavi cu diabet zaharat constituie un mecanism particular de- creştere a 

aterogenitátii acestor particule. 


Un alt mecanism de prevenire a supraincárcárii cu esteri de coles- 
terol a peretelui vascular este reprezentat de transportul în sens invers 
— de la ţesuturi la ficat — al colesterolului. De fapt esterii de colesterol 
din LDL inglobati în macrofage sînt hidrolizati sub acţiunea unei lipaze 
acide (colesterolesterhidrolaza acidă) din lizozomi, iar colesterolul eliberat 
trece prin membrana lizozomală în citoplasmă, spre membrana externă a 
celulei. În cazul prezenţei, în mediul extracelular, a unor cantităţi adec- 
vate de HDL, aceste particule lipoproteice preiau colesterolul din mem- 
brana celulelor şi previn supraîncărcarea. „Excreţia“ de colesterol de că- 
tre macrofage este însoţită de sinteza și secreția de apoproteină E care 
se fixează împreună cu colesterolul pe HDL (5). Dacă acest mecanism 
este deficitar sau dacă înglobarea de colesterol a fost excesivă în in- 
teriorul celulei ca urmare a captării unor cantităţi prea mari de LDL, 
colesterolul este reesterificat sub acţiunea acil-CoA-colesterol aciltrans- 
ferazei (ACAT). Se ajunge astfel la supraîncărcarea cu esteri de coles- 
terol a citoplasmei macrofagelor care devin celule spumoase, blocate in 
peretele vascular. O parte a acestor celule se lizează eliberind hidrolaze 
lizozomale si radicali superoxizi cu efecte toxice asupra celulelor din ve- 
cinătate (celule musculare netede şi celule endoteliale). 


1.6.2. PROLIFERAREA CELULELOR MUSCULARE NETEDE 


Acest proces contribuie în mod esenţial la ingrosarea plăcii atero- 
matoase si implicit la îngustarea lumenului vascular. S-a putut demon- 
stra recent că proliferarea celulelor musculare netede este declanșată 
sub acţiunea unor asa-numiti -,,factori de creştere“ sau „factori mito- 
geni". Initial, astfel de factori au fost identificati în plácutele sanguine, 
de unde şi denumirea de PDGF (platelet derived growth factor). Ulterior, 
s-a putut însă demonstra că toate cele patru tipuri de celule implicate 
în aterogeneză (endoteliale, plăcuţe, celule musculare netede și monocite/ 
macrofage) pot sintetiza și elibera substanţe chemotactice si factori de 
creștere similari cu PDGF (43). Celulele musculare proliferate dobin- 
desc proprietăţi similare macrofagelor, inglobind LDL și proprietăţi se- 
cretorii producind fibre de colagen si proteoglicani (mucopolizaharide) 
care realizează o capsulă fibroasă ce include un material cremos gălbui 
alcătuit din detritusuri celulare si lipide extracelulare. Ulcerarea acestei : 
„plăci, respectiv perforarea capsulei fibroase, face ca terciul menţionat ` 
mai sus să vină in contact cu lumenul vascular, si deci cu elementele sin- 
gelui circulant, determinînd complicaţii trombotice (51). 


1.6.3. FORMAREA DE TROMBI MURALI 


Din punct de vedere prognostic, tromboza constituie cel mai im- 
portant element in evolutia naturalá a plácii ateromatoase. Pe de o parte, 
tromboza ocluzivá a unui vas determiná complicatiile clinice majore ale 
aterosclerozei, pe de altá parte incorporarea trombilor parietali contribuie 
intr-o másurá importantá la cresterea progresivá a plácii aterosclerotice 
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si la accentuarea caracterului oclusiv (51). Fara indoiala cà regimul modi- 
ficat al circulației, datorat prezenţei plăcii aterosclerotice, şi eventuala 
ulcerare a acesteia joacá.un rol important în determinarea proceselor 
trombotice. La mecanismele, tinind de modificarea peretelui arterial, se 
adaugă leziunile endoteliale (chiar dacă neevidentiate morfologic) si ma- 
rea bogăție de tromboplastină tisulară a zonelor din imediata vecinătate 
a leziunilor aterosclerotice. Alături de factorii locali menționați, atero- 
scleroticii prezintă însă şi modificări ale hemostazei care predispun la for- 
marea de trombi si care pot fi, cel putin in parte, explicate prin pertur- 
. bárile metabolismului lipidic. Asa, de exemplu, creşterea reactivitatii pla- 
cutelor la bolnavii cu hipercolesterolemie familiala a fost pusá in lega- 
turá nu numai cu regimul de curgere a singelui printr-un sistem vascular 
cu numeroase zone de leziune dar si cu o crestere a colesterolului in 
membrana: plachetară (11). Se ştie, de asemenea, ca subiectii cu hiperli- 
pemie combinatá familialá (hiperlipemie tip II-b si IV), la care accele- 
rarea sintezei de VLDL se insoteste de un nivel plasmatic crescut al unor 
enzime de secretie hepaticá, prezintá totodatá o crestere a concentratiei 
plasmatice:a unor factori cu rol in hemostazá, cum sint factorii comple- 
xului protrombinei (mai ales factorul VII), factorul XIII stabilizator al 
fibrinei si fibronectina, precum si inhibitorii activárii plasminogenului. Se: 
poate deci: presupune că formarea de trombi murali este favorizată la ast- 
fel de bolnavi şi că un tromb, mai bogat în fibronectină și factor XIII, va 
fi mai rezistent la fibrinolizá şi mai rapid încorporat în straturile suben- 
doteliale ale peretelui vascular. Reamintim că sub acţiunea factorului XIII 
se încorporează inhibitori ai fibrinolizei în reţeaua de fibrină și se stabi- . 
lesc legături covalente între monomerii de fibrină si fibronectină iar prin 

intermediul acesteia cu fibrele de colagen (15). c ; 


164. ROLUL PROCESELOR IMUNE . | 


Pe baza celor descrise, leziunile aterosclerotice pot fi considerate ca 
o formă particulară de răspuns inflamator cu caracter de apărare care 
nu s-a stins ci a progresat spre un proces patologic. Posibilitatea inter- 
ventiei. unor mecanisme imune în iniţierea leziunilor endoteliale a fost 
sesizată de multă vreme pornindu-se de la observaţii anatomoclinice și 
experimentale. S-a arătat astfel că leziunile aterosclerotice sînt deosebit 
de exprimate şi de precoce la bolnavii cu lupoeritematoviscerită sau la cei 
care fac o reacţie de respingere a grefei, iar, pe de altă parte, injectiile | 
repetate cu proteine stráine, asociate unei diete bogate in lipide, duc la o 
accelerare a procesului de aterogenezá la animalele de experientá (33). 

Cercetări recente au evidenţiat prezenţa unei forme activate a com- 
plementului, aga-zisul complex de atac al membranei (Csp—9) la supra- 
fata celulelor lezate din placa ateromatoasá (44), precum si a unei infil- 
trári de limfocite (T cu rol de modulare a proliferárilor celulare si care 
lipsesc total in artera umaná normalá (26). Este de asteptat ca progresul 
imunologiei sá se repercute si in sensul unei mai bune intelegeri a me- 
canismelor care inifazá şi mai ales a celor care perpetuează procesul de 
aterogenezá. | | Zorn, E 
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Subliniem însă că noile achiziţii privind rolul proliferării celulelor 
musculare netede, al proceselor imune şi al formării de trombi murali nu 
au. diminuat importanța deosebită a anomaliilor de metabolism lipidice 
pentru patogeneza aterosoclerozei, iar sarcina viitoarelor generaţii de cer- 
cetători este de a integra aceste cunoştinţe noi în teoria metabolică. 


116.5. LEZAREA ENDOTELIILOR 


. Datele experimentale au demonstrat. cà deendotelizarea .repetatá a 
unei artere cu ajutorul unui.cateter prevázut cu un balon gonflabil este 
urmata de dezvoltarea unor pláci ateromatoase in zonele lezate. Pe baza 
acestor observaţii s-a elaborat o concepţie comform căreia factori nocivi 
(mecanici, chimici, virali, imunologici) ar produce leziuni necrozante ale 
endoteliilor cu denudarea intimei, avind.drept urmare o aderare a pla- 
cufelor sanguine la straturile subendoteliale. Plácutele aderate ar elibera 
factori mitogeni (PDGF) care determinà proliferarea celulelor muscu- 
lare netede si implicit secretia de cátre acestea a diferitelor componente 
ale țesutului conjunctiv (colagen, elastiná, proteoglicani). - 


Cercetári mai recente au arátat insá cá denudarea endotelianá nu este 
o trásáturá constantá sau precoce in ateroscleroza cauzatá de hipercoles- 
. terolemie si cá aderarea plácutelor nu este nici necesará si nici suficientá 
pentru producerea leziunilor aterosclerotice. De fapt PDGF este produs 
nu numai de cátre plácute dar si de cátre endotelii si de cátre monocite/ 
macrofage. | | | | 

Pe de altă parte, ca urmare a unor studii detaliate asupra endoteliilor, 
noțiunea de leziune endotelială s-a modificat în mare măsură. Se știe as- 
tăzi că răspunsul endoteliilor la o varietate de stimuli nu implică neapă- 
rat un proces de necroză si denudare ci se traduce prin modificări mai 
subtile ale funcţiei (disfunctie endotelială) sau prin inducerea de noi pro- 
prietati ale endoteliului. Așa de exemplu, diversele citokine, cum ar fi 
interleukina-1 (IL1) produse de monocite/macrofage, induc modificári 
functionale proinflamatorii si protrombotice ale endoteliilor. De fapt, sub 
influenţa unor astfel de-stimuli, endoteliile elaborează proteine care fa- 
vorizează aderarea leucocitelor la peretele vascular, expun la suprafața 
lor tromboplastină tisulară cu rol procoagulant si își reduc activitatea pro- 
fibrinolitică. S-ar părea deci că starea funcţională a endoteliilor este tot 
atit de importantă ca și integritatea lor anatomică. ; - 

Din cele expuse reiese cu prisosintá natura complexă a biochimiei 
aterosclerozei. Desi diversi autori insistá asupra primordialitátii unui anu- 
mit mecanism patogenic sau a unei secvente necesare a evenimentelor in 
aterogenezá, tendinfa actualá este de a se considera ateroscleroza ca fiind 
un ráspuns al peretelui vascular la o varietate de agenti inifiatori si cá o 
multiplicitate de mecanisme contribuie la formarea plácilor aterosclero- 
tice (36b). A WIE i | 

Reproducem în fig. 1.20 o schemă a acestor mecanisme pe baza date- 
lor actuale din literatură. x 
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Fig. 1.20. Reprezentare schematicá a mecanismelor aterogenezei. Explicajia in text. PDGF 
— factor de creştere derivat din plăcuţe (de fapt produs si de monocite/macrofage, endotelii 
si chiar de cátre celulele musculare netede). FN — fibronectiná; TPT — tromboplastiná 
_tisulară (creştere in endoteliile lezate) ; t-PA — activator tisular al plasminogenului (scădere) ; 
PAI — inhibitor al activárii plasminogenului (crestere); PGI, — prostacicliná cu rol de 
inhibare a agregárii plachetare (scádere). i 
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II. PROTEINELE PLASMATICE 


Proteinele plasmatice reprezintá un constituent principal al plasmei, 
alcătuind aproximativ 75% din reziduul uscat al plasmei (7g proteine din 
9 g reziduu uscat). d | Wis dad. 

In ultimele decenii. si mai ales in ultimii ani, s-au realizat mari pro- 
grese.pe calea identificárii si separárii diverselor componente din plas- 
má. De fapt, la ora.actualá, metoda electroforeticá de separare in cinci 
fractiuni a proteinelor plasmatice este depásitá de tehnicile imunochimice 
prin care se pot evalua cu mare precizie cele peste 90 de componente pro- 
teice ale plasmei. Aceste posibilitati au deschis noi perspective, nu numai 
pentru o mai bună cunoaștere a semnificației funcţionale a diverselor 
proteine plasmatice, dar și peniru diagnosticul clinic. În cele ce ur- 
mează sînt prezentate cîteva noţiuni privind proprietăţile fundamentale 
ale proteinelor, care să faciliteze înţelegerea noilor metode de separare si 
purificare. Se discută cîteva proteine plasmatice cu importanţă functio- 
nală și cu rol în diagnosticul de laborator și sînt prezentate aplicaţiile cli- 
nice ale acestor investigaţii. Capitolul nu abordează proteinele plasmatice 
cu rol în coagulare şi fibrinoliză, care formează obiectul unui domeniu 
special al biochimiei hemostazei (20). . ; 


IL1. GENERALITĂȚI PRIVIND PROTEINELE PLASMATICE 


1.1.1. STRUCTURA SI MECANISMELE DE SINTEZA 


Proteinele sint constituite din unul sau mai multe lanturi polipepti- 
dice, fiecare fiind constituit din mai mulfi a-aminoacizi, legati covalent 
prin legáturi peptidice. Greutatea moleculara a proteinelor variaza intre 
aproximativ 500 si mai multe milioane daltoni (D — greutatea atomului 
de hidrogen = 1,67 x 10-?5g). Indiferent de funcţia sau specia de origine, 
 toate proteinele sint alcátuite dintr-un set de 20 aminoacizi esentiali, 
aranjaţi în variate secvenţe specifice. In funcţie de compoziţia lor, se 
clasifică în două mari clase: simple si conjugate (21, 82). Proteinele sim- 
ple sînt cele alcătuite numai din lanţuri de aminoacizi, din a căror 
hidroliză rezultă numai aceşti aminoacizi, fără alte grupări organice sau 
anorganice. Proteinele conjugate sînt acele proteine care, în urma hidro- 
lizei, eliberează nu numai aminoacizi ci si grupări organice sau anorga- 
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nice, denumite grupari prostctice. Proteinele conjugate pot fi clasificate, 
pe baza naturii grupului lor prostetic, in nucleoproteine, fosfoproteine, 
metaloproteine, glicoproteine si lipoproteine. In stare naturalà, molecula 
proteinelor are o forma tridimensională denumită conformatie, în funcție 
de care se disting proteine fibrilare si proteine globulare. Proteinele fi- 
brilare constau din lanțuri. polipeptice dispuse în paralel, de-a lungul 
unui singur ax. Sint fizic stabile si insolubile în apă sau soluţii diluate. 
Alcătuiesc elementele structurale de bază ale ţesuturilor de susținere ale 
organismului (spre exemplu, colagenul, elastina, cheratina). În proteinele 
globulare, lanţurile polipeptidice sînt împachetate strins în forme mole- 
culare sferice sau globulare. Majoritatea sînt solubile în soluţii apsase. 
Au multiple funcţii mobile și dinamice în celule (cele peste 2000 de en- 
zime diferite descrise pind astăzi sint proteine globulare). Functional, 
ele intră în diferite clase: enzime, hormoni, proteine imunoefectoare, pro- 
teine de transport, proteine contractile, proteine de fază acută etc. 


“Structura primară a unei proteine se referă la structura seeventei de 
aminoacizi a lanțurilor polipeptidice din componenti. Structura secun-^ 
dară se referă la extinderea sau aranjarea unui lant polipetidic pe o sin- 
gură axă (longitudinal, în cazul proteinelor fibrilare). Structura tertiara 
presupune împachetarea lanţului polipeptidic tridimensional, pentru a al- 
cătui o formă spațială globulară. Structura cuaternară se referă la modul 
în care se organizează spatial proteinele oligomere care contin unul sau 
mai multe lanţuri polipeptidice. 


Proteinele sînt denaturate, structural si functional, la valori extreme 
de pH, temperatură sau agenti chimici sau biologici. Uneori, îndeosebi 
cînd legăturile peptidice (covalente) nu sînt alterate, denaturarea poate fi 
reversibilă, restabilindu-se structura tertiará si cuaternară pe baza unor 
legături ionice (de hidrogen, forte van de Waals) sau punti disulfidice. 
Structura si funcţia proteinelor este reflectată de secvenţa de aminoacizi 
din componenţa lanțurilor polipeptidice, existind o foarte strinsá relaţie 
între codificarea genetică şi funcția biologică a proteinelor. 


Informaţia genetică este codificată în succesiunea nucleotidelor din molecula 
de acid dezoxiribonucleic (ADN), macromoleculcle esenţiale din structura cromo- 
zomului. Segmentul de ADN responsabil de sinteza completă a unui lant polipep- 
tidic se numește genă sau cistron. Fiecare aminoacid este codificat de trei nucleotide 


succesive din structura „ADN, denumite triplet de codificare. Genele normale 
rămîn în cromozom, neservind direct ca matritá de sinteză a proteinelor pe ribo- 
zomi. Mesajul genetic este transcris cu nucleotide complementare în structura aci- 
dului ribonucleic (mRNA), ale cărui triplete de codificare, denumite co- 
doni, sînt complementare celor din molecula de ADN. mRNA, ajuns la 
nivelul ribozomilor, în citoplasmă, serveşte ca matritá de asamblare a lanţului po- 
lipeptidic. Gena operatoare controlează intensitatea sintezei, exercitind un control 
asupra genelor structurale. Una sau mai multe gene structurale, împreună cu gena 
lor operatoare, alcătuiesc structura genetică denumită operon. Operonul se află sub 
controlul genei reglatoare, responsabilă de sinteza unor macromolecule proteice de- 
numite represori. Gena operatoare, combinată cu un represor, este inactivă (,,repri- 
mată“). Atunci cînd sistemul represor a fost inactivat, operonul se „determină“, fiind 
astfel iniţiată sinteza proteinelor corespunzătoare. 


Ca 


11.1.2. METODE DE SEPARARE A PROTEINELOR 


Izolarea in stare pura si analiza proteinelor din punct de vedere 
structural si functional nu ar fi fost posibilă fără dezvoltarea unor tehnici 
de mare sensibilitate si acuratețe, bazate pe proprietăţile fizico-chimice ` 
ale proteinelor. Majoritatea datelor pe care le avem asupra structurii și 
funcţiilor biologice ale proteinelor sînt direct legate de permanenta per- 
fectionare a tehnicilor de studiu. Tehnicile care permit separarea si ana- 
liza proteinelor se bazează pe mărimea moleculei, solubilitate, diferenţă ` 
in adsorbtie, afinitate biologică pentru alte molecule sau încărcare elec- 
Fie [at SN l | xg 

Proteinele globulare în soluție pot fi cu usurintà separate de mo- 
lecule cu greutate moleculară mică prin dializă, utilizînd membrane se- 
mipermeabile, care rețin macromoleculele, moleculele mici trecînd prin 
membrană în mediul de dializă. Ultrafiltrarea permite separarea protei- 
nelor prin trecerea soluției, sub influența presiunii sau forței centri- 
fuge, printr-un filtru cu proprietăți semipermeabile care reține macro- 
moleculele. - 


11.1.2.1. CENTRIFUGAREA IN GRADIENT, GELFILTRAREA, CROMATOGRAFIA 


Centrifugarea in gradient de densitate.sau centrifugarea zonală este 
o metodă de separare nu numai a proteinelor ci si a organitelor celu- 
lare sau a altor structuri macromoleculare. Tehnica consta in crearea in 
tubul de centrifugá a unui gradient al concentratiei de sucrozá de la 
209% sus la 60%% jos, la baza tubului, in care mixtura de proteine, sub 
influenţa forţei centrifuge, se repartizeazá în benzi, după greutatea, den- 
sitatea, forma macromoleculelor. 


Gelfiltrarea este o metodă simplă si foarte utilă în separarea protei- 
nelor, constind în trecerea pe o coloană cu bile fine de dextrani (Sepha- 
dex) a -mixturii proteice; proteinele cu greutate moleculară mică trec 
prin porii bilelor, în timp ce proteinele cu greutate moleculară mare ră- 
min în volumul de excludere și înaintează mai rapid pe coloană. 


. Cromatografia pe schimbători de ioni utilizează bile de dextran sau 
celuloză, de care sînt atașate grupări cu sarcini pozitive de suprafaţă 
(dietilaminoetil; DEAE) sau grupări cu sarcini negative (carboximetil; 
CM), la aceste sarcini atasindu-se proteinele potrivit încărcării lor elec- 
trice, la pH neutru, urmînd ca desorbtia lor din coloană să se facă gradat, 
în gradient de pH sau molaritate. 


Cromatografia de afinitate se bazează pe capacitatea biologică a unei 
proteine de a se lega necovalent cu altă moleculă denumită ligand, care 
este legată, la rîndul ei, covalent la o matrice solidă (agaroză, silicageli, 
dextrani, poliacrilamidă). După atașarea specifică a proteinei, din mix- 
tură, la ligand (atasare de tip enzimá-substrat sau imunoglobuliná-protei- 
na antigen), desorbtia proteinei fixate se obţine cu eluenti specifici (gli- 
cozizi, agenti chaotropici) sau metode de elutie nespecifice (pH scázut, 
concentrafii crescute de sáruri). - 

O serie de metode de purificare si analizá a proteinelor se bazeazá pe 
proprietatea acestora de a migra în cîmp electric (tehnici electroforetice). 


87. 


Menţionăm că prin obţinerea in stare cit mai pură a diverseior proteine 
se poate ajunge ca, prin injectarea lor la alte specii (iepure, caprá, pore 
etc.), sà fie obtinute antiseruri specifice utilizabile in laboratoarele de 
imunochimie. Aceste antiseruri contin imunoglobuline specifice sinteti- 
` zate in urma proliferárii policlonale a plasmocitelor animalului imunizat 
cu proteina specifică.. În ultimul timp, se utilizează tot mai mult imuno- 
globuline cu înaltă specificitate sintetizate in vitro — anticorpi mono- 
clonali — rezultate ca urmare a proliferárii monoclonale a unui singur 
` tip de celule. Hibridomul (celula producătoare) este obținut în urma fu- 
ziunii, in vitro a unor limfocite splenice de soarece, anterior imunizat cu 
antigenul specific, cu celule mielomatoase de soarece care au proprietatea 
de a sintetiza imunoglobuline monoclonale. 


D. 1.2.2, ELECTROFOREZA PROTEINELOR 


 Electroforeza este mişcarea particulelor încărcate electric într-un 
solvent cînd acesta este plasat într-un cîmp electric. Este o metodă foarte 
eficientă pentru separarea macromoleculelor, pentru caracterizarea com- 
ponentelor unei mixturi sau pentru a izola macromoleculele dintr-o mix- 
tură, putînd fi deci folosită ca o metodă analitică sau preparativă. În elec- 
troforeza zonală, o cantitate mică de soluţie este plasată într-un mediu- 
suport (hîrtie de filtru, agar, agaroză, acetat de celuloză etc.). Atunci cînd 
se aplică un potential electric tamponului, macromoleculele din soluţie 
migrează. Rata de migrare este determinată de energia cimpului electric, 
de rezistența mediului de suport si de încărcarea netă a unei macromo- 
lecule la un voltaj dat; cu cît încărcarea netă este mai mare, cu atit și 
viteza de migrare este mai mare. În laboratorul clinic, electroforeza zo— 
nalá se utilizează curent pentru a separa componentele serului, ale lichi- 
dului cefalorahidian, ale urinii sau a altor fluide biologice. La electrofo- 
reza serului se obtin 5 benzi majore. Prima banda (fractiune), cea mai 
anodicá, este albumina, urmátoarea reprezentatá de a 1-globuline, con- 
tine: a-1-antitripsina, a-1-lipoproteina si u-l-acid glicoproteina; a treia 
banda a-2-globulinele cuprinde haptoglobina, cerutoplasmina, «az ma- 
croglobulina si alte globuline (vezi tabelul 2.1b), a patra bandă, p-glo- 
bulinele, cuprinde 6-lipoproteinele, transferina plasminogenul, com- 


Tabelul 2.1 a 


Valori procentuale şi în g'dl ale fracftunilor proteinelor serice 
separate prin eleetroforezá pe hirtie 


Fractiunea Valori procentuale Valori in g/dl 
Albumine | deeg ten 3,5—5,5 
Globuline «1 3—5 0,25— 0,35 
Globuline a2 hao 500708 | 0,5—0,75 
Globuline 8B |. . > sea rival U 0.8—1.05 
Globuline y 16—20 1,1—1,5 
Teal wee RET g epe an. ti Ne 


ponentele de complement, hemopexina; gamaglobulinele constituie 
cea de-a cincea bandă, fiind alcătuită din imunoglobulinele IgG, 
IgA, IgM, IgD si IgE. Totuşi unele imunoglobuline au si migrare in re-' 
giunea beta-gama si beta iar IgG se poate extinde pînă in regiunea ap. 
De aceea, IgG monoclonală poate fi identificată din regiunea Co pina 
in y. Valorile fractiunilor proteinelor serice separate prin electroforeză pe 
hirtie de filtru sint redate în Tabelul 2.1. Modificarea raportului dintre 
diferitele fracțiuni proteice separate prin -electroforezá poartă numele de 


Tabelul 2.1 b 


PIUNCIPALELE PROTEINE PLASMATICE 


MIGRA REA CONCENTRATIA 
ELECTROFORE-  : PROTEINA i : PLASMATICA 
TICA, mg/dl 
PREALBUMINÁ PREALBUMINA i 25 
ALBUMINA ALBUMINA 4000 
ALFA-1 Alfa-1-antitripsina i 280 
Apolipoproteina À 200 + 
Alfa-l-glicoproteina acidá 90 
Componentul C9 al sistemului 8 
complement 4 | 
Protrombina 5 
Alfa-1-microglobulina 5 
Factorul IN al coagulárii I 
Factorul X al coagulării d 
Transcobalamina I 0,3 
INTER-ALFA Proteina S/Vitronectina 50 
ALFA-2 Haptoglobina 300 
Alfa-2-macroglobulina 290 
Alfa-2-glicoproteina acidá ` 60 
Ceruloplasmina 35 
, Antitrombina III 30 
Cl inhibitorul 24. 
Kininogenul 10 - 
Alfa-2-plasmin inhibitorul 6 
. Proteina de legare a retinolului 4 
Proteine de legare a tiroxinei 2 
BETA Transferina : 260 
Apolipoproteina B* | | 100. 
Componentul.C3 al sistemului complement 80 
Hemopexina l | 75 
-Componentul C4 al sistemului complement 40 
Fibronectina 33 
Plasminogenul RK 
Factorul B al sistemului complement l : 8 
Factorul XIII al coagulării - 3. 
Factorul V al coagulárii ` ` 2 
Factorul VIII al coagulárii 1 
Beta-2-microglobulina 0,1 
GAMA IgG 4 1200 
IgA i 200 
IgM 150 
IgD 10 
IgE e : H1 
Componentul Clq al sistemului complement l 15 
Prekalikreina 1 ' 1 
Proteina C-reactiva 0,5 


* Apo B proaspăt secretatá de către hepatocite sub formá de VLDL migreazá cu a2. 
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disproteinemii. Determinarea prin electroforezá a proteinelor  serice 
tebuie completatá prin determinári cantitative ale proteinelor individuale. 
Cele mai accesibile metode in acest sens sint metodele imunologice. 


II. 1.2.3. METODELE IMUNOLOGICE 


Imunoelectroforeza a fost prima metodá utilizatá pentru identifi- 
carea și determinarea proteinelor plasmatice. Într-o primă etapă acestea 
„sînt separate pe baza încărcăturii lor electrice prin migrare în gel (agar, 
agaroză); într-o a doua etapă, proteinele migrate sînt precipitate cu anti- 
seruri specifice (poli- sau monospecifice) care se introduc în șanțuri să- 
pate în gel paralel cu direcţia de migrare. Proteinele, ca urmare a difu- 
zici in gel, precipită cu antiserul specific. „Arcul de precipitare obținut 
este determinat de mobilitatea electroforetică a proteinei, concentraţia 
serică, caracteristicile difuziei și puterea precipitantă a antiserului utili- 
zat (figura 2.1.). Iniţial, pe baza acestei metode, se făceau aprecieri semi- 
cantitative ale proteinelor individuale din plasmă. Astăzi este utilizată 
doar în diagnosticul gamopatiilor monoclonale, determinările cantitative 
. prin alte tehnici imunochimice fiind mult mai utile. Identificarea imuno- 
globulinelor monoclonale prin imunoelectroforeză are unele limitări, ea 
putind să nu identifice o proteină monoclonală atunci cînd este în canti- 
tate mică; de asemenea este dificil de identificat lanţul ușor al IgM mo-' 
noclonalá, necesitind reducerea acesteia sau precipitarea euglobulinelor. 
O metoda-ce poate fi folosită în paralel cu imunoelectroforeza, la identifi- 
carea imunoglobulinelor monoclonale, este imunofixarea. Aceasta constă 
în acoperirea gelului, în care au migrat proteinele, cu antiserul specific și 
evidenţierea acestora prin zonele de imunoprecipitare obţinute. 

Imunodifuzia radială permite determinarea cantitativă a proteinelor 
atunci cînd se stabilește o relaţie între concentraţia antigenului și dia- 
metrul inelului de precipitare obţinut la difuzia antigenului într-un gel 
care conţine anticorpi specifici. Mancini și colaboratorii au demonstrat, în 
1965, relaţia liniară existentă între concentraţia antigenului si pătratul 
diametrului inelului de precipitare. Astfel, pentru determinarea unei 
proteine se adaugă volume egale de ser de referinţă şi probe de testat 
în godeuri efectuate într-un gel de agaroză continind un antiser mono- 
specific corespunzător. Imunodifuzia radială este simplă, uşor de exc- 
cutat dar necesită un timp destul de îndelungat pentru efectuare și este 
dificil de utilizat pentru determinarea antigenelor cu greutate molecu- 
lară mare (figura 2.2). 

Electroimunodifuzia, tehnică introdusă de Laurell în 1966, constă în 
difuzarea în cîmp electric a antigenului (proteina) într-un gel care con- 
tine inglobat anticorpul specific. Se obţin astfel zone de precipitare (ra- 
chete sau conuri) a căror înălțime sau suprafaţă este direct proporţională 
cu concentraţia antigenului. (figura 2.3.). Migrarea se face 18 h, obti- 
nindu-se rezultate mai rapid decit prin imunodifuzia radială, tehnica 
avînd totodată și o mai mare sensibilitate. | l 
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. Nefelometria este o metodá rapidá de determinare cantitativá a pro- 
teinelor din ser sau alte lichide biologice. Nefelometrele másoará turbi- 
ditatea unei soluţii. În soluţii diluate, reacţia dintre antigene si anticorpi 
duce la o turbiditate crescută care poate fi măsurată prin dispersarea 
unei surse de lumină incidenta. Determinarea prin nefelometrie a unor 
proteine se face prin adăugarea de cantități constante de anticorp speci- 
fic înalt purificat si optic clar, la cantităţi variate de antigen. Adăugarea ` 
de polictilenglicol intensifică precipitarea -complexelor imune, citirea tur-. 
biditatii făcîndu-se cu un fascicul laser de heliu-neon; rezultatele se ra- 
portează la o curbă standard realizată cu un ser de referinţă. 


Tehnicile imunoenzimatice, introduse in 1971 de Engvall si Perl- 
mann, prin simplitatea lor si prin faptul cà nu necesita un echipament 
sofisticat, sint tot mai utilizate in laboratorul clinic. Principiul tehnicii 
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) constá in legarea, prin 
adsorbtie, la suprafatá de plastic (polistiren) a unuia din reactivi (anti- 
gene sau anticorpi specifici, poli- sau monoclonali) si cuplarea cu o 
enzimá a celui de-al doilea reactiv (in general un anticorp; enzima fiind 
reprezentată de peroxidazá sau fosfataza alcalină), in asa fel încît să nu 
fie modificatà nici reactivitatea anticorpului nici activitatea enzimei. 
Vizualizarea reacției se face utilizînd cromogeni specifici enzimei (spre 
exemplu, ortofenilendiamina pentru peroxidazá). Citirea rezultatelor se 
face spectrofotometric (figura 2.4.) Aceste tehnici permit determinarea 
unor proteine pînă la concentraţii de ng/ml, înlocuind cu succes tehnicile 
radioimunologice. 


i ANTICORP. (ENZIMA EX. PROTENA 


Fig. 2.4. Tipuri de ELISA utilizate in imunodiagnostic. Pentru determinarea anticorpilor, 
antigenul este legat la faza solidá. Pentru determinarea antigenelor se utilizeazá metoda 
,sandwich' directa (1), , sandwich” indirectă (2) (anticorpii hasurafi in schemá aratá specii 
de origine diferită) sau se pot imobiliza la faza solidă fragmente F(ab), astfel incit anticor- 
pul marcat va recunoaște fragmentul Fe al celui de-al doilea anticorp (3). Utilizarea con- 
jugatelor enzimă-proteina A (a Stafilococului aureu) ca si agent universal de detectare este 
foarte utilă (4). În cadrul tehnicii de .captură (5), macromoleculele de detectat sint in al 
doilea strat, legarea fiind realizată printr-un IgM specific. 
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11.1.3. LOCUL DE PRODUCERE ŞI FUNCŢIILE PROTEINELOR 
PLASMATICE 


„Cea mai mare parte a LR igi Pe plasmatice. se sintetizează în ficat 
jar imunoglobulinele în celulele imunocompetente (plasmocite). Alături 
de cele douá surse principale de producere a proteinelor plasmatice mai 
existá si alte surse care sint implicate in acest proces. Astfel, o parte a 
lipoproteinelor. este sintetizată chiar la nivelul mucoasei intestinale iar 
sinteza hepatică a glicoproteinelor se consideră a se efectua pe seama 
unor precursori proteoglicanici (mucopolizaharidici) eliberaţi din depo- 
limerizarea substanţei fundamentale a țesutului conjunctiv. Totodată, ma- 
crofagele contribuie la producerea unor proteine plasmatice sintetizind 
componente. ale complementului si inhibitori proteolitici, iar endoteliile | 

vasculare produc. activatori ai fibrinolizei, factor von Bare sana fibro- 
nectina. 


Proteinele plasmatice indeplinesc A funcții i in eos E care 
pot fi sintetizate astfel: 

ae ' Mentinerea presiunii coloidosmotice a plasmei, "contribuind la 
„schimburile efectuate de lichidul extracelular (albumina asigură 800/, din 
presiunea coloidosmoticá plasmatica); 


-— Rol în medierea raspunsului imunologic; 
— Rol de transport al vitaminelor, hormonilor, ionilor: metalici, lipi- 
delor, medicamentelor si a unor metaboliți; 
— Rol în coagulare și fibrinoliză; |. ` 
— Contribuie la sistemele tampon. ale See avind rol in menti- 
nerea pH-ului sanguin; Me 
— Între proteinele plasmatice sint incluse enzime, unele actionind 


la nivel circulant iar altele fiind transportate spre organele în care are 
loc degradarea şi eliminarea lor; 


— Asigură fondul comun de proteine care pot fi utilizate ca o re- 
zervă de proteine necesare în procesele de creştere si reparare a tesu- 
turilor. 

Există o stare de echilibru dinamic între proteinele plasmatice și cele 
de la nivel hepatic şi al altor ţesuturi. Astfel, albumina, produsă la ni- 
vel hepatic, poate fi utilizată alături de aminoacizii liberi si de unele 
fragmente peptidice la sinteza locală tisulară de proteine specifice. Vi- 
teza de remaniere (turn-over) a diverselor proteine plasmatice este va- 
riată. O mare viteză de refacere o au proteinele de fază acută. Fibrino- 
genul se reface cu o viteză de 50 mg/dl plasma/h; imunoglobulinele si 
albumina au o duratá de viatá mai lungá si un turn-over mai lent. Pro- 
teinele plasmatice pot trece prin transcitozá la nivelul celulelor endote- 
liale capilare, ajungind in spatiile interstitiale, de unde sint Vë drenate 
pe cale limfatica in. circulatie (83). ub. 

In continuare, sint descrise proprietatile, funcţiile s si modificárile pa- 
tologice ale principalelor proteine plasmatice. 
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11.2, PRINCIPALELE PROTEINE PLASMATICE. BIOCHIMIE 
SI FIZIOPATOLOGIE | 


11.2.1. ALBUMINA 


Albumina este proteina sericá cu cea mai mare concentratie. Are 
greutate moleculará de 66000 D si o concentratie sericá de 4,4 g/dl. Mo- 
lecula constá dintr-un singur lant polipeptidic, structura globulará fiind 
menţinută de 17 legături disulfidice, dînd moleculei o formă elipsoidală, 
iar 500%% din configuraţia cuaternară a polipeptidului este de tip alfa- 
helix (50). ! | | te br r^ | 

Este sintetizatá la nivelul hepatocitelor, viteza de sinteza fiind mult 
mai mare decit a altor proteine, durind aproximativ 30 minute de la in- 
ceput pind la punerea in circulatie. Productia hepaticá de albumina este 
relativ constantá 20 g/zi), putind insá fi rapid dublata sau triplata. 
Cu toate acestea un ficat normal are depozite de albumina mai mici de 
1 g (87). Albumina este prezentá in toate lichidele biologice si in spatiul 
intercelular. Intregul rezervor de albumina al organismului este de apro- 
ximativ 300 g, repartizate astfel: 120 g intravascular iar 180 g in spatiul 
extravascular, fiind concentratá in cantitate mare in spatiul intercelular 
din piele, muschi si tractul gastrointestinal. | 

Este degradatà in special la nivelul tractului gastrointestinal unde, 
in contact cu sucurile digestive, este proteolizatá de enzimele activate ín 
cursul digestiei; 10—15%/ este metabolizată şi intrahepatic. 

Fiind o proteină cu greutate moleculară relativ mică, dar cu con- 
centratie mare, are un important rol in menţinerea presiunii coloidos- 
motice, în reglarea schimburilor și reglarea volumelor de lichid intersti- 
“tial (82). Albumina este cea mai importantá proteiná de transport din 
plasma. Astfel, transporta acizii graşi, “hormonii, ionii de metale grele, 
medicamente (sulfamide, -digitalice etc.), bilirubina si alti produşi de 
degradare din circulatie. Un rol important îl are ca proteină de re- 
zervá, bogatá in aminoacizi esentiali, fiind utilizabilà in conditiile unor 
procese regenerative ale organismului. Timpul de înjumătățire in plasma 
este de 17—23 zile. Í eeh | 

Procesele de sinteză și degradare ale albuminei sînt reglate de doi 
factori importanţi: presiunea coloidosmotică si secreția hormonală. Pier- 
derea de proteine sau aportul alimentar excesiv 'de ioni, aminoacizi, 
acizi graşi sau medicamente pot şi ele influenţa indirect sinteza hepatică 
a albuminei. Hormonii tiroidieni si testosteronul induc sinteza hepatică 
de albumină. De notat că hormonii tiroidieni ca si glucocorticoizii stimu- 
lează atit sinteza cît şi catabolismul, avînd drept rezultat o accelerare a 
procesului de turn-over (82). | j 

Analiza patogenetica a modificárii concentratiei serice a albuminei 
"presupune urmărirea sintezei. si degradării acesteia precum si pierderea 
sau degradarea ei în cursul unor procese patologice. Dacă hiperalbumine- 
mia nu are o semnificaţie deosebită din punct: de vedere practic, apărind 
doar în marile sindroame de deshidratare sau asociată unor fenomene 
de regenerare hepatică, hipoalbuminemia are multiple semnificaţii, putind 
fi asociată unor variate game de procese patologice. Hipoalbuminemia 
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cu cauza in sinteza hepatica apare relativ tirziu in afectarea si destructia 
parenchimului hepatic datoritá marii rezerve a capacitátii hepatice de 
sinteza proteicá. Malnutritia, cu scáderea marcatá a aportului in amino- 
acizi esentiali, este o altă cauzá:a hipoalbuminemiei de sinteză. Pierderea 
albuminei la nivel renal (sindromul nefrotic) sau gastrointestinal (gastro- 
enteropatii exudative), cu depăşirea capacităţii de sinteză hepatică, sînt 
principalele cauze de hipoalbuminemie prin consum la care se poate 
adăuga consumul din infecțiile cronice exudative, marile traumatisme, ar- 
suri și unele afecţiuni dermatologice. Privitor la valoarea diagnostică a 
concentraţiei serice a albuminei, valori sub 3 g/dl sint sugestive pentru 
un proces patologic iar valori sub 1,5 g/dl sînt semnificative pentru pro- 
gresiunea și prognosticul rezervat al afecțiunii (87). 

Analbuminemia este o boală genetică transmisă autosomal recesiv 
aparind la homozigotii născuţi îndeosebi din părinţi consanguini. Constă 
în absenţa albuminei.la electroforezá; clinic este rar simptomaticá, une- 
ori prezentind edeme sau steatoree si constant hipotensiune. Examenele 
de laborator evidentiazá un VSH accelerat si teste de disproteinemie po- 
zitive, in conditiile unor probe functionale hepatice normale. Nivelele al- 
tor proteine serice cu sintezá hepaticá sint mult crescute, ca expresie a 
unei hipersinteze compensatorii, lucru probat la perfuzarca cu solutie de 
albuminá umană care are ca efect normalizarea vitezei de sinteză a ce- 
lorlalte proteine serice (21). De notat cà, in astfel de cazuri, T/2 al albu- 
minei in plasma este mult prelungit, ajungind la 55 zile. 


11.2.2. INHIBITORII PLASMATICI AI PROTEAZELOR (SERPINE) 


Singele contine o serie de sisteme enzimatice. proteolitice, care se ac- 
tiveazà ca ráspuns la diverse agresiuni, dar ale căror efecte sint men- 
tinute sub control prin cel putin trei mecanisme: 

a. Proteazele cu rol in coagulare, imitclizó, kininoformare sau avind | 
activitate de tip complement se gasesc de regulá in plasmá sub formá 
inactivá de proenzime (zimogeni), activindu-se doar in mod tranzitoriu, 
printr-un proces de proteoliza limitata care, prin indepartarea unui pep; 
tid de clivare, expune centrul activ al enzimei. : 

b. O bund parte a proteazelor activate este rapid indepartata din 
plasma prin captare si degradare in ficat. 

c. Activitatea enzimelor proteolitice din circulatie este limitatá de 
prezenta unor proteine plasmatice cu rol inhibitor. 

Intrucit acest ultim mecanism pare a fi esential pentru prevenirea 
unei proteolize patologice, prezentám in cele ce urmeazá principalele as- 
pecte biochimice si de patologie, privind inhibitorii proteazelor, denumite 
recent si serpine (serpine protease inhibitors) datorità faptului cá au struc- 
turi moleculare si mecanisme de actiune similare (tabelul 2.2., 7, 20, 
22, 56). 

Inhibitorii proteazelor alcátuiesc aproximativ, 200% din globulinele 
plasmei si migrează electroforetic mai ales cu al ai ag globulinele. (1, 2). 
Perfectionarea tehnicilor de separare a proteazelor si a diversilor inhibi- 
tori au permis o buna diferentiere a acestora din urmá in functie de pro- 
prietátile lor fizico-chimice. si de reactivitatea lor particulara in procesul 
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Tabelul 2.3 


Situsul de reacție al unor serpine 


Serpine ` ` Situs de reacție Acfioneazá asupra 
o, antitripsina ' | Pro Met Ser Ile - Elastaza 
Antitrombină III Gly Arg Ser Leu Thrombina 
Cl inhibitor | Ala Arg Thr Leu . Cls, Kalikreina 
Mutanta Pittsburg ` ` Pro Arg Ser Ile Thrombina, Kalikreiná 
Mutanta Valiná Pro Val Ser Ile Elastazá 


de Por 44 a unor anumite enzime proteolitice. Se distinge astfel a 1-anti- 
tripsina (o 1-AT), antitrombina HI (ATIII), a 2¢inhibitorul plasminei 
(a2PI), inhibitorul componentului C1 al sistemului complement (C1 INH), 
precum si recent descoperitii si mai putin bine definitii inhibitori ai ac- 
tivatorilor plasminogenului si ai proteinei C (1, 33). Redám in tabelul 2.2. 
citeva din caracteristicile principalilor inhibitori ai proteinelor. Speci- 
ficitatea inhibitorilor mentionati este destul de relativá, o anumitá anti- 
proteaza putind inhiba, intr-o oarecare másurá, mai ‘multe enzime pro- 
teolitice. Asa de exemplu, plasmina este inhibată nu numai de agPI dar si 
de către o AT si och Pe de altă parte au PI, care reprezintă doar apro- 
ximativ 1/3» din numărul total de inhibitori, inhibă extrem de rapid 
plasmina, dovedindu-se, sub acest aspect, mult mai eficace decît a,AT care, 
desi se gaseste in plasma in concentratii mult mai ridicate (vezi tabe- 
lul 2.2.), inhibá lent plasmina dovedind insá o predilectie in procesul de 
inhibare a elastazei. La. rîndul său, trombina, o proteazá serinicá, poate fi 

inhibatá nu numai de cátre ATIII dar si de cátre a AT si aM; ATII ` 
exercită însă un efect inhibitor mai rapid si este singura antiproteazá 
care isi amplifică mult efectul în prezenţa heparinei. Afinitatea inhibito- 
rilor pentru o anumită enzimă proteolitică se explică, cel puţin în parte, 
pe baza unei anumite secvenţe a aminoacizilor din structura lor care co- 
respund oarecum cu cea a substratului preferat al proteazei. Aşa cum, spre 
exemplu, trombina clivează de preferinţă legăturile peptidice ale argi- 
-ninei din. molecula de fibrinogen, în timp ce metionina reprezintă zona 
de clivare preferată de elastază, iar mutatia care a dus la substituirea prin , 
arginină a metioninei din poziţia 358 a moleculei de a¡AT a făcut ca 
această antiprotează să nu mai inhibe elastaza si să dobindeasca proprie- 
tati de ATIII, cu alte cuvinte, mutatia pss i 358 Met — Arg a facut 

ca “AT sá blocheze trombina (63). 


Procesul de inhibare decurge, de rola prin formarea unor com- 
plexe ireversibile inhibitor enzima care blocheaza centrul activ al protea- 
zei. Exceptie face, in acest sens, azM care leagă proteazele fără a le masca 
centrul activ şi fără a le inactiva în totalitate. Oricum complexele pro- 
teaze-inhibitor sînt apoi rapid îndepărtate din plasmă (53). De notat că 
diversele antiproteaze nu reacţionează cu zimogenii enzimelor proteolitice, 
iar activarea acestora prin proteoliză limitată creează totodată premisele 
pentru blocarea, de către inhibitori, a proteazei astfel rezultate: 


În cele ce urmează sînt prezentate cîteva aspecte biochimice și de 
“patologie a principalilor inhibitori plasmatici ai proteazelor. 
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1.22.1. ALFA-1-ANTITRIPSINA ` 


Este principalul inhibitor al enzimelor proteolitice, gásite in plasma, 
responsabil de peste 90%% din capacitatea totala inhibitorie a enzimelor 
proteolitice. Inhibá activitatea proteoliticá a tripsinei, chimotripsinei, elas- 
tazei, kalicreinei, colagenozei, plasminei, trombinei, factorilor XI si X ai 
coagulárii, reninei ca si a unor elastaze leucocitare (42). In conditii fizio- 
logice, inhibá elastaza leucocitará, de aceea se mai numeste si alfa-1 inhi- 
bitorul proteazelor (a,P;). ' 

Peste 400/, din proteină este prezentă in plasmă, restul de 60% fiind 
in spatiile extravasculare, inclusiv in secretii si lichide biologice; lichid 
amniotic, lichid pleural, lichid cefalorahidian, salivá, colostru, lichid se- 
minal, lichid sinovial, mucus cervical, suc duodenal, bila, meconiu. A fost 
de asemenea evidentiata in plácutele sanguine, macrofagele alveolare, 
neutrofile, limfocite si mastocite (9). 

Locul principal de sinteză a a AT este ficatul, macrofagele putind 
si ele contribui la această sinteză. În orice caz, există dovezi după care 
macrofagele ar elabora o substanţă care stimulează sinteza de w AT si 
de ATIII în hepatocite (42). Se găseşte în plasmă, în concentraţii de 200— 
400 mg/dl si are un timp de înjumătățire, în circulaţie, de 6—7 zile. Este 
o glicoproteină cu migrare electroforetică în a, compusă dintr-un singur 
lanţ polipeptidic a 394 aminoacizi şi trei lanţuri de carbohidrați. Are o 
greutate moleculară de 54.000 D şi încărcare electrică de suprafaţă nega- 
tiva. Situsul activ al moleculei este centrat pe metionina din poziţia 358, 
între ultimii 36 aminoacizi ai capătului C-terminal al moleculei (7). 

Specificitatea de inhibitie a fiecărei serpine este substanţial dacă nu 
complet dependentă de aminoacidul din centrul activ. Astfel, înlocui- 
rea metioninei din centrul activ cu arginina duce la schimbarea funcţiei 
întregii molecule care nu mai inhibă elastaza, dar inhibă trombina ca şi 
antitrombina III (aceasta are arginina în centrul activ) (tabelul 2.3). Ac- 
tiunea inhibitorie antiproteazică se face prin interacţiunea uzuală între o 
enzimă şi substrat. ajAT acţionează ca un substrat competitiv pentru en- 
zime, acestea clivind un fragment de 4000—8000 greutate moleculară (11). 
Odată atașată la enzimă, a¡AT formează un complex foarte stabil care 
nu mai permite enzimei să interacţioneze cu alte substrate. Este o pro- 
teină de fază acută prezentind valori crescute în condiţiile unui proces 
inflamator acut sau cronic. Spectrul larg de enzime proteolitice pe care le 
inhibă nu este depăşit decît de aM care inhibă orice tip de enzimă 
proteolitică, indiferent de clasă. | 

Asocierea deficitului de al-antitripsină cu emfizemul precoce a dus 
la concluzia că dereglarea echilibrului proteaze-antiproteaze este foarte 
importantă pentru realizarea bronhopneumopatiei cronice obstructive. 
Astfel, afectarea plaminului poate rezulta fie datorită unei expuneri pre- 
lungite la proteazele leucocitare, ca în cazul inflamatiei cronice, fie dato- 
rită unei insuficiențe. a inhibitorilor corespunzători, ca în cazul defici- 
tului de ajAT. joy UR 

in afara acestor doi factori, balanta mai este modificati si de alti 
factori; I i 
.—— Fumatul, care, intervine inactivind w AT, prin oxidarea ei de 
cátre radicali din tutun; | À 
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— Neutrofilele stimulate pot inactiva AT. prin intermediul radica- 


lilor liberi de oxigen eliberati. 
Aceste. douá conditii actioneazá in special local, ducind la modificari 


mici care, acumulindu-se de-a. lungul anilor, realizeazà afectarea cronicá 
a Boa: : À 


Genetica 


AT este codificată | al o pereche de. alele. codominante care influenţează 
multe din proprietăţile ei, inclusiv nivelul plasmatic, modul de răspuns in ca- 
drul Magasin de faza - aqui, «compraba in aminoacizi si mobilitatea electroforetica. 
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Fig. 2.5.A. Variante ale sistemului Pi, anodale față de M, prezentind două tenzi majore 
pentru fiecare variantá. Sus, electroforeza in gel de amidon; jos, izoelectrofocusare in 
gel de poliacrilamidá. Benzile înguste indică poziția variantei M1. B. Variantele siste- 
mului Pi, la catod faţă de M, “prezentind două benzi majore pentru fiecare variantă. Sus, 
electroforeza în gel de amidon; jos, izoelectrofocusare în gel de poliacrilamidă. la un 
gradient de pH de 4-5, Benzile înguste indică poziția variantei M1 (după Cox si colab. (15). 
Separarea in peste 50 subfracfiuni (alele) are importanță doar Bea studii de serie 
$i medicină legală. 
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Utilizind diverse tehnici electroforetice (in: amidon, :poliacrilamidá) au fost obser- 
vate variante genetice de «,AT incluse in asa-numitul sistem Pi (proteinase inhi- 
bitor), sistem care desemnează si include polimorfismul genetic al ¡AT (17) Au 
fost recunoscute si comunicate peste 50 de alele electroforetice de «,AT, inciusiv 
alele nule a cáror nomenclaturá a fost standardizatá pe plan international (17) (fi- 
gura 2.5). Benzile de migrare electroforeticá au fost notate cu litere mari, PIB fiind 
cea mai anodicá, PiM varianta cu migrare medie iar PiZ cea cu migrarea cea mai 


3 ápropiatá de catod (figura 2.5). 


Pentru studiul clinic, cele mai importante variante genetice sint cele asociate 
cu nivele plasmatice scázute ale a AT, cele mai comune fiind alelele S si Z. Aces. 
tea sint prezente in aproximativ 10%, din populaţia Europei, Americii de Nord si Aus- 
traliei. Varianta genotipicá PiM este cea mai comună genă alelă la toate grupurile 
etnice populationale, fiind caracterizată prin nivele serice de 200—400 mg/dl. Va- 
riantele fenotipice PiMS, PiMZ si PiZZ sint asociate cu valori reduse la 79, 57 si 
respectiv 12%/) faţă de nivelul plasmatic normal al a AT. Chiar dacă determinarea 
nivelului plasmatic nu oferă informaţii despre tipul electroforetic, permite totuşi re- 
cunoaşterea deficitelor severe, de tipul PiZZ (42). DS e tet 

Variantele S şi Z de «AT sint similare celor M (normale), avînd: aceeaşi ca- 
pacitate inhibitorie, compoziţie în carbohidrați şi timp: de înjumătățire in circula- 
tie. Totuşi nivelele scăzute, care sint intilnite în aceste variante genetice, sint cau- 
zate de o mutație în variantele S și Z, şi ‘anume în varianta S, în poziţia 264 acidul 
glutamic este substituit cu valina şi, în varianta Z, în poziţia 342 acidul glutamic 
cu lizina. Acidul glutamic din poziţiile amintite are rolul de a stabiliza molecula. 
Această reducere a stabilizării moleculei este mai accentuată în varianta S şi con- 
tribuie la un nivel seric scăzut datorită degradării proteolitice a proteinei. Mutatia 
din varianta S se asociază cu o modificare la nivelul genei şi o oarecare reducere 
de ARN mesager. à " 

^ [n deficitul Z, 15%, din polipeptidul Z este normal, in timp ce 85%o din el este 
blocat in cáile de prodúctie endoplasmicá a hepatocitului inainte de procesarea fi- 
nalá a lanturilor de carbohidrafi, defectul ‘afectind procesul de transport. Acest 'de- 
fect duce la apariţia de agregate de o, antitripsina Z, vizibile microscopic, mai evi- 
dente in zonele periportale cu sintezá activa (coloratie PAS). ` DEA ECH 

Éxistá descris si un fenotip Pi-nul, in’ care defectul genetic este la nvelul 
codificării sintezei de ARNm,“ proteina nefiind deloc sintetizatá la nivel hepato- 
citar (31). * A AES REN 


"Deficitul de a 1 antitripsiná si bolile pulmonare | 


In Europa si SUA, aproximativ 29/; din cazurile de emfizem pulmo- 
nar sint asociate cu ‘deficit homozigot de «¡AT (fenotipurile PiZZ si 
Pi-nul). Emfizemul este o afectiune cronica constind în lărgirea spa- 
tiilor de schimb gazos la nivel pulmonar, dincolo de bronsiola terminala, 
lárgire rezultatá din distructia peretilor alveolari (emfizem panacinar).: 
Persoanele cu nivele serice ale a,AT sub 35%, din valoarea normală au 
o cantitate de inhibitor proteolitic insuficientă pentru a: proteja paren- 
chimul pulmonar de actiunea elastazei granulocitare Care astfel distruge 
matricoa de ţesut. Se:produc astfel. modificări la nivelul celulei, care due 
la moartea celulei, cu’ apariţia necrozei. In: aceste cazuri, administrarea: de: 
plasmă sau aj AT purificată nu pare:să aibă efecte favorabile; Doar trans- 
plantul hepatic poate: ameliora prognosticul: d | 
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Deficitul de a 1 antitripsiná si alte boli. ` 


La 4,50, din pacienţii cu deficit de o,AT de tipul PiZZ a fost no- 
tatá aparitia poliartritei reumatoide. Totusi asocierea acestui deficit cu 
lupusul eritematos sistemic sau cu alte colagenoze pare a fi intimplatoare 
(9). Uveita anterioará, afecfiune oculará comuná si importantá, mediatá 
imunologic, a fost asociată cu fenotipul PiMS si PiMZ de deficit al ay AT. 
Unele fenotipuri pot fi asociate cu afecțiuni dermatologice; urticarie cro- 
nică, dermatita de contact sau psoriazis. Fenotipul PiMZ a fost asociat si 
cu boli renale, îndeosebi glomerulonefrita membranoproliferativă. De- 
ficitul de a,AT (mai ales fenotipurile MZ si ZZ) se asociazá uneori cu 
afectiuni hepatice survenite atit in virsta copiláriei cit si la adult, fara 
a se putea însă face o legătură certă cu prezenţa de incluziuni de a; AT 
(PAS pozitive) in hepatocite (vezi pag. 99). emm 
_, Scáderi ale nivelului circulant al a, AT la pacienti fárá deficit genetic 
pot fi doar rareori intilnite in conditii patologice exceptionale, care im- 
plicá un consum mare al inhibitorilor proteolitici, ca de exemplu in ma- 
rile traumatisme, in septicemii, in coagulare intravasculară - diseminată, 
sindromul de insuficienţă respiratorie acută, în. cursul hemodializei cro- 
nice sau în.gamopatiile monoclonale, cînd uneori imunoglobulina mono- 
clonală se poate lega cu a, AT. într-un complex. - 


Sindromul de soc septic si a 1-antitripsina ` 


| Sindromul de soc septic poate fi privit ca o formă fulminantá de distructie 
tisulară indusă de neutrofil. Ea-apare atunci cînd se produce o activare extinsă a 
neutrofilelor ca în septicemie, endotoxinemie, precum și atunci cînd se produce o 
sechestrare a neutrofilelor, ca în bypassul cardiopulmonar. Activarea masivă a 
neutrofilelor are drept efect eliberarea unor cantităţi mari de elastază, care duce 
la inactivarea serpinelor plasmatice. Aceste modificări au stimulat studii pentru 
realizarea unor antitripsine prin inginerie genetică care au, în centrul activ, în loc 
de metionină arginină (AT Pittsburgh recombinantă). Această mutație transforma 
proteina dintr-un inhibitor al elastazei într-un foarte puternic inhibitor al coagulă- 
rii, incluzind trombina, kalikreina, factorul XI si factorul XIIa. În condiţii experi- 
mentale, la animale cu septicemie, hipotensiune, coagulare intravasculară disemi- 
nată, administrarea de «AT recombinantá duce la o atenuare a scăderii antitrombi- 
nei III, factorului XI, fibrinogenului și la o prelungire a supravieţuirii. Şi alte mu- 
tante prin ingineria genetică sînt în studiu, de exemplu prin înlocuirea metioninei 
din centrul activ cu valina. Astfel de mutante ar putea fi utilizate profilactic în 
prevenirea apariţiei șocului prin complexarea elastazei, în condiţiile în care «AT 
normală este oxidativ inactivată (11, 13). > | | 
Cresteri ale nivelului seric al alAT se întîlnesc frecvent în condi- 
fille unor reacţii de fază acută, fiind considerată o importantă proteină 
din grupul celor „de fază acută“, a căror sinteză este mult accelerată în 
conditile unei inflamații. acute sau cronice cu leziune și distructie. tisu- 
lară. Astfel, observaţiile clinice şi experimentale raportează nivele serice 
crescute în infecţii cronice si acute respiratorii, virale sau bacteriene, in- 
terventii chirurgicale, infarct miocardic acut, hepatită virală acută şi he- 
patite- cronice. Date recente sugerează un rol de imunomodulator pe 
care alAT îl are prin acţiune asupra limfocitului T helper si supresor (9). 
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11.222. ALFA-2-MACROGLOBULINA 


Este o glicoproteiná cu greutate moleculará de 725.000 D. (19S) care 
domină cantitativ fracțiunea electroforeticá o, Are o structură dimericá, 
cu douá lanturi polipeptidice, legate prin punti disulfidice. Prin tratare cu 


uree se desface în două macromolecule. In funcţie de conţinutul glico- 


proteinei în acid sialic, manoză şi galactoză au fost caracterizate prin izo- 
electrofocusare mai multe variante moleculare (3); a, macroglobulina 
(a2M) nu face parte din superfamilia serpine. abi v 
Principala funcţie a acestei glicoproteine este de a inhiba o mare 
varietate de enzime de tipul carboxil-, tiol-, serin-, metal-, proteaze, din- 
tre care cele mai importante sint enzime ale coagulárii (plasmina, trom- 
bina, kalicreina), proteaze neutre, elastaze, colagenaze de origine leuco- 
citará si catepsina G. Interactiunea inhibitorului (1 moleculă) cu 2 mole- 
cule de enzimá are ca rezultat clivarea unui fragment cu greutate mole- 
culará de 85.000 D. Cele douá situsuri active ale inhibitorului constau din 
cite un tiolester format intre glutaminà si cisteiná. Enzimele complexate 


cu œM isi pierd activitatea proteoliticá dar isi păstrează activitatea este- 


razicá sau amidoliticá (67). Trombina complexatá cu aM își păstrează 
proprietatea de a coagula fibrinogenul iar plasmina complexatá cu «M 
il poate degrada, însă aceste acţiuni au loc foarte lent fata de activitatea 
enzimelor libere. Activitatea tripsinei complexatá cu «9M creste la pH 
acid sugerind posibilitatea ca aceste complexe sá deviná mai active la 
nivel tisular unde, sub influenta unui fenomen inflamator, scade pH-ul, 
accentuindu-se astfel activitatea enzimaticá fatá de macromoleculele de- 
gradate. Ca si în cazul a,AT, complexele proteinaze-a;M pot fi detec- 
tate in circulatie, fiind considerate o modalitate de clearence al proteazelor 
serinice din circulatie care, astfel complexate, sint retinute in sistemul re- 
ticulohistiocitar si degradate. Viteza de injumátátire a concentratiei aces- 
tor complexe în circulaţie este de 6—10 minute (3). Locul de sinteză al 
aM este foarte variat, o parte fiind sintetizată la nivel hepatic, o altă 
parte extrahepatic la nivelul monocitelor, limfocitelor, celulelor endote- 
liale, fibroblastelor. Probabil așa se explică faptul că, deşi are greutate 
moleculară mare, este prezentă și în alte lichide biologice; lichid sinovial, 
cefalorahidian, salivă, lacrimi, bilă, exudate și revărsate seroase. Rapor- 
tul concentraţiei plasmá/spatiu intercelular este de 3/1. . 

Are o concentratie sericá de 200—400 mg/dl, cu o rata de sinteza 
de 400—700 mg/zi si o rată zilnică de metabolizare de 6—8^/,. Timpul 
de înjumătățire al concentraţiei din plasma este de 190—260 ore, «,M 
se gáseste la suprafata membranei limfocitelor si are functii imunoregla- 
toare, intervenind în supresia si depresia sintezei de imunoglobuline. 
Alături de albumină este implicată în transportul unor ioni, îndeosebi a 
Zn2+, cu capacitate de legare de 73 ug Zn?*/g aM. Totodată contribuie fi 
la transportul altor microelemente. Este implicatá in transportul uner 
hormoni dintre care cel mai important este insulina. Deficitul genetic 
total al sintezei de aM este incompatibil cu viata, iar deficitul partial, 
heterozigot, este insotit de tulburári de coagulare pasagere determinate de 
o fibrinolizá accentuatá (85). Scáderi accentuate ale nivelului seric al 
aM sînt intilnite în condiţiile de consum exagerat din cadrul pancreatitei 
acute, a unor septicemii sau a coagulárii intravasculare diseminate. Ni- 
vele crescute ale aM au fost raportate în diabetul zaharat, expresie a 
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unei sinteze proicice accelerate; in diabetul juvenil, nivelele. crescute ale 
aM se corelează cu durata bolii, fiind crescută îndeosebi la cazurile cu 
retinopatie si nefropatie diabeticá. (56). In sindroamele nefrotice, au fost 
notate nivele mult crescute ale &M, interpretate. ca si creşteri secundare 
datorate sintezei, accelerate „impuse de pierderea de proteine la nivel glo- 
merular . precum. si faptul că, datorită greutăţii moleculare mari, nu se 
pierde prin urină decît partial. Hepatitele acute și cronice au, de. aseme- 
nea, asociate nivele. serice crescute ale oM. În procesele. inflamatorii 
acute reumatismale, ca și în reumatismele inflamatorii cronice, datorita 
permeabilitatii locale alterate, nivelele de agM din lichidul sinovial ajung 
sa egaleze sau sa depáseascá cu 30—409/, nivelul seric, inhibitorul com- 


plexat cu elastazele si So sestecalo: avind un rol patogenetic in Ja aceea: 
leziunilor locale déi, 


11.22.3. ALFA-2-INHIBITORUL PLASMINEI ( 2» — ie qae: Si ei 


' Această antiproteazá cste o gab care inactiveazá aproape 
instantaneu activitatea: plasminei formînd cu ea un complex ireversibil 
care blochează centrul activ al enzimei. S-a putut, preciza că mecanismul 
biochimic al inhibării constă din reacţia. între gruparea OH din radicalul 
serină al plasminei si carboxilul unui radical argininá din a. AP (formarea 
unei legături ester). Spectrul inhibitor al «,AP se extinde si asupra altor 
proteaze cum sint kalicreina si factorul XIa, dar la concentraţii, fiziologice 
de 6 me'dl aceasta antiprotează” nu inhibă în mod apreciabil trombina, 
factorii. Xa, IXa si activitatea esterazică a complementului. Este impor- 
tant de precizat cá a,AP este singurul inhibitor al proteazelor' care se 
fixează de reţeaua de fibrină putind astfel antagoniza ‘chiar si la acest 
nivel plasmina formată prin activarea plasminogenului adsorbit pe fila- 
mentele de fibriná' (79). Se ştie astăzi cá în cursul coagulării singelui, 
aproximativ 10—200/, din a; AP se fixeaza in cheag si ca acest proces este 
catalizat de factorul XIII stabilizator al fibrinei. Existá, de asemenca, in- 
dicii dupa care a, AP s-ar sintetiza in hepatocite iar timpul de injuma- 
tütire in plasmă ar fi de 2—3 zile (2). ' 

Nivelul plasmatic al‘a,AP scade în insuficientele hepatic e sẹycre, ca 
urmare a deficitului de sinteză, scăderi ale a,AP survin si in cursul te- 

rapiei fibrinolitice sau în sindroamele de coagulare intravasculară. dise- 
minată, datorită: formării de complexe între plasmină și ¢,AP care sint 
apoi îndepărtate din plasmă (7). 

O scădere marcată a u.AP se intilneste in leucemiile acute, cu pró- 
mielocite, datorită, se pare, degradării proteolitice a inhibitorului de ci- 
tre proteazele eliberate din leucocite. In aceasta, situatie particulará, o 
antiproteazá, respectiv a, AP, care inhibá in mod selectiv plasmina, de- 
vine substratul elastazei leucocit: ire si este degradată de aceeaşi, proteazá. 
Creşteri moderate ale nivelului plasmatic al «¿AP se constată în cursul 
reacțiilor de fază acută (postoperator, infarct miocardic) [ln ao eh 

O problemá interesantă de patologie este reprezentată de deficitul ge- 
netic de a,AP sau boala Miyasato. Anomalia evoluează cu sindrom he- 
morasipar în doi timpi datorită. lizei precoce a dopului hemostatic de- 
oarece a AP este singura antiproteazá in măsură să antagonizez? 3 plas- 
mina în interiorul reţelei de fibrină. Pe de altă parte, yeM si GAT care 
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nu pátrund in reteaua die fibrinà sint totusi in másurá sà previná o pro- 
teoliză sistemică astfel încît boala Miyasato nu se insoteste de o degra- 
dare importanta a proteinelor plasmatice sau tisulare (46). 


1.224. ALTI INHIBITORI AI PROTEAZELOR 
| (INHIBITORII ACTIVATORILOR PLASMINOGENULUI; 
ANTITROMBINA I 


Degradarea proteoliticá a cheagului de fibriná este mediatá prin intermediul 
plasminei formatá din plasminogen sub actiunea proteoliticá a activatorilor plas- 
minogenului. Inhibitorii activárii plasminogenului se clasificá in 3 grupe: PME 
activárii de tip endotelial (PAI-1), inhibitorul activárii de tip placentar (PAI-2), i 
hibitorul activárii de tip urinar (PAI-3) si. proteaza nexina 1. 

AI 1 este sintetizat de celula endotelială, de hapatocite de fibroblastele transformate 
şi ce. celula musculară netedă, El reacționează atit cu activatorul plasminogenului de tip uri- 
nar (u-PA) cit și cu activatorul plasminogenului de tip tisular (t-PA). Nivelul seric al PAI-I, 
la sănătoși, determinat prin ELISA, este-de 10—30 ng/ml. PAI-L are o durată de viaţă de cì- 
teva minute, fiind rapid indepărtat din circulaţie prin intermediul ficatului. În plasmă cl se 
comportă ca un reactant de fază acută, valori crescute intilnindu-se postoperator, după trau- 
matisme severe sau infarct miocardic. În aceste cazuri, interleukina 1 si endotoxina favorizează 
eliberarea lui din endoteliu. Valori crescute apar in pancreatite acute si în caz de tromboze 
venoase profunde. În cazul cardiopatici ischenice, nivelul creşterii nu se corek ară en severi- 
. tatea bolii. Nivele funcţionale crescute de PAI-I se corclcazá cu supragrcutate a, insulincmia 
precum si cu hiperlipopr oteinemia gi, in special, cu nivelul trigliceridelor serice. În acest ultim 
caz, creşterea PAI-1 este determinată de creşterea sintezei la nivelul hepatocitelor. Unul din 
inductorii cei mai importanti la nivel hepatocitar este insulina. Existenfa unor nivele circulante 
crescute de PAI-1 în cardiopatia ischemică si hiperlipoprotcinemii pune problema găsirii unor 
procedee prin care să poată obține scăderi de durată ale PAI-1, avind drept consecință potenta- 
rea trombolizei. Demn de remarcat este faptul că inhibitorul activării plasminogenului este 
la rîndul său inactivat de o protează scrinicá dependentă de vitamina K, aşa-numita proteină 
C (diferită de proteina C reactivă), iar fornsa activată de către trombiná a proteinei C este si 
ea inhibată lent de către o antiprotează incă insuficient caracterizată. 

Tot o antipilotează este si antitrombina 111 al cărei deficit se asociază cu o accentuată 
predispozifie la tromboză. Nu insistăm asupra acestor aspecte care sint, în primul rind, de do- 
meniul hemostazci. Considerăm că cele roa sint in măsură să atragă atenția asupra im- 
 portanfei echilibrului, destul de precar, între proteaze ai inhibitorii acestora (23, 34, 35). 


1.2.3. MARKERI TUMORALI 


Markerii tumorali sînt, în general, definiti ca alitigene de suprafata 
ale celulelor tumorale, apárute in urma transformării neoplazice. Ei pot 
fi clasificați in: 

— Antigene tumorale specifice, produse numai de celulele tumorale. 

Nici un astfel de marker nu a fost identificat încă. 

— Atingene asociate tumorilor, produse de celulele tumorale, dar si 
de unele celule normale sau fetale. "Utilitatea lor în diagnostic derivă din 
diferenţele cantitative sau modificările biochimice care apar în tumori. 
Toti markerii tumorali cunoscuţi aparțin ultimei categorii. 

Primii markeri tumorali utilizaţi au fost două. “proteine oncofetale; 
alfa fetoproteina (AFP) şi antigenul carcinoembrionar (ACE), care sint 
tratate mai extins în acest capitol. O dată cu introducerea tehnologiei de 
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Markeri tumorali x 


Tabelul 2.4. 


Determinant 
antigenic ` 


19—9 Sialo-lacto-N-fuco 
pentanoza II 


CA 125 glicoproteiná ase-, 
mánátoare cu mu- 
cina 200.000 D 


GM— 200.000 


CA 15—3  glicoproteiná cu 


GM mare 


MCA glicoproteiná 350.000 D. 


(mucin like- 

carcinoma 

antigen) 

Tiroglobulina | prohormon in sinteza ti- 
roxinei si triiodotiroinei 

Gonadotrofina | hormon glicoproteic se- 

corionica cretat de celulele sinci- 
tiale  trofoblastice ale 
placentei 

Gama proteină specifică secre- 

Seminoprotei- | tată de prostată in li- 


na chidul seminal 


Dimerul D apare in urma degradarii 
cátre plasminá a chea- 
gului de fibrin’ 


proteiná oncofetalá pro- 
dusá de ficat- 


AFP 


ACE proteiná oncofetalá pro- 


dusá de tubul digestiv 


C — cancer 
AcM. — anticorp monoclonal 
AcP = anticorp policlonal 


Ac utilizaţi 


AcM 
imunizare BALB/c cu 
linie celulará din can- 
cer colorectal uman 


Ac.M  imunizare 
BALB/c cu o linie 
celulará de carcinom 
ovarian 


Ac. M 
imunizare cu mem- 
brane celulare de car- 


cinom mamar 


AcM 


AcM 


AcM 
AcP 


Acht 


Valori crescute 


C. pancreatic 
C. colorectal. 
C. hepatic 
ig KS 


C. ovarian epitelial 
C. hepatic 
C. tub digestiv 


C. mamar: 


C. mamat 


Carcinom  tiroidian 
folicular metastazat 
in plámin 


Coriocarcinoame 
Mola hidatiformá 
Teratocarcinom 


C. prostatic 


C. ovarian 
(total nespecific) 


C. hepatic 
C. tub digestiy 
C. pulmonar 


C. tub digestiv 
C. mamar 


BALBjc = linie de soareci utilizatá pentru Leer a de anticorpl monoclonal. 
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producere a anticorpilor monoclonali, prin imunizarea cu linii celulare 
tumorale, s-au obtinut o serie de anticorpi monoclonali cu specificitate 
pentru antigene asociate tumorilor. Utilizarea anticorpilor monoclonali la 
realizarea unor truse pentru determinarea cantitativá a acestor antigene 
tumorale a permis identificarea unor noi markeri tumorali (tabel 2.4). 


11.2.3.1. ALFA FETOPROTEINA 


Alfa fetoproteina (AFP) este o glicoproteinà sericá cu migrare elec- 

troforeticá în regiunea aj. Are o greutate moleculară de 75.000 de dal- 
toni si aparţine grupului de proteine așa-numite „oncofetale“ sau „carci- 
noembrionare', sintetizate de țesuturile embrionare sau placentare ca si 
de unele tipuri de celule transformate malign. Molecula are in structurá 
un singur lant polipeptidic si un lant glucidic (49/, din moleculă). 
; Este sintetizatá in ficat in timpul vietii intrauterine si in cantitati 
mici in membranele sacului vitelin si mucoasa gastrointestinala, indepli- 
nind o funcţie fiziologică pentru făt asemănătoare albuminei la adult. Sin- 
teza incepe in sáptámina a 4-a a vietii intrauterine (debutul embriogene- 
zei ficatului fetal), ajungind la concentratia maxima in serul fetal in pe- 
rioada sáptáminilor 10—13 (3000 pg/ml), apoi scázind rapid pina la 
200 ug/ml in săptămîna a 32-a (92). 

AFP trece in urina fátului si, in consecintá, in lichidul amniotic 
unde ajunge la un raport maxim de la 1 la 200 fata de serul fetal in sáp- 
támínile 12—14 si scade apoi paralel cu cea din serul fetal. Concentratiile 
maxime de AFP in serul matern ajung in sáptáminile 28—32 de gestatic 
la aproximativ 500 ng/ml. Serul de cordon ombilical la nastere are valori 
aproximativ în jur de 70 ug/ml, iar adultul sănătos prezintă valori ale 
AFP sub 20 ng/ml, uneori chiar sub 5—10 ng/ml (8). Datoritá capacitá- 
tii de crestere si regenerare masiva a ficatului copilului din primul an de 
viata, pot fi des intilnite, în aceste cazuri, valori crescute însoţind diverse 
afecţiuni, fără însă a avea o semnificaţie patologică. Timpul de înjumătă- 
tire a AFP în ser este de 5—6 zile, nefiind încă cunoscute modalităţile 
de metabolizare si locul unde este degradată (24). j 

Desi s-au facut multe supozitii, speculatii, analogii si experimente pe 
animale privind rolul AFP in organism, acesta nu. este pe deplin eluci- 
dat fiind, in general, acceptate urmátoarele functii: 

— Functia coloidosmoticà, inlocuind albumina a cárei sintezá apare 
mai tirziu in viata fetala; 

— Functia de transport si protectie a unor hormoni in cursul vietii 
intrauterine; | 

— Funcţia imunoreglatoare, actionind asupra celulelor T supresoare, 
pe care le activează diminuind efectele fenomenelor de agresiune tip 
„grefă contra gazdă“; l | 

Pentru evaluarea realá a rolului determinàrii AFP in diagnosticul, 
prognosticul sau monitorizarea unor boli, este absolut necesará posibi- 
litatea evidentierii unor valori serice mici (1—10 ng/ml), deci a utilizárii 
unor teste suficient de sensibile si fiabile, cum sint cele bazate pe tehnici 
imunoenzimatice (ELISA) sau.radioimunologice (RIA). 

"Astfel, in condiţiile în care adultul normal are valori medii ale AFP 
de 10 ng/ml, iar nivelul circulant maxim 1a gravidá (sáptáminile 28—32) 
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este sub 500 ng/ml, gravidele cu valori peste 600 ng/ml au risc. crescut,- 
pina la 98%, de a da naștere la un copil cu malformatie congenitală, fiind. 
pe deplin dovedit, rolul AFP în diagnosticul prenatal al. spinei bifida 
deschise, anencefaliei, meningomielozelor, atreziei esofagiene, nefrozei 
congenitale si omfalozei, a căror incidenţă este de 1,6 la 1000 naşteri. Ur- 
mărirea în dinamică a AFP serice la mame Si corelarea acesteia cu date 
ultrasonografice pot duce la un diagnostic precoce si exact al malforma- 
tiilor congenitale (8, 51, 87). "TI, Keim 

Potrivit datelor actuale peste 909/, din pacientii cu carcinom hepa- 
tic primitiv prezintá valori peste 20 ng/ml. pind la valori.foarte mari de 
100 ng/ml. Desi 100/, din. aceste tumori sint nesecretante de AFP,.valori 
peste 500. ng/ml sint sugestive pentru boalá. Valori peste 20: ng/ml sint 
asociate.si cu metastaze hepatice ale unor tumori pulmonare, : pancrea- 
tice gastrice, de colon sau limfoame. Atunci cind, fiind urmárite in dina- 
mica, valorile AFP serice rámin sub 150 ng/ml, este mai probabila. exis- 
tenta unor metastaze, in, timp ce valorile care cresc in: dinamicá peste 
150. ng/ml sugereazá hepatocarcinomul primitiv. Valori. peste 20 ng/ml 
sint intilnite si in fenomenele de regenerare hepatica dupa hepatite acute 
sau. cronice; în ciroze, creşterea progresivă a AFP. peste 100—300 ng/ml 
Sugereaza aparitia unui proces neoplazic, hepatic. Coroborarea acestor va- 
lori cu alte date de laborator si cu. ultrasonografia pot contribui la o 
reală îmbunătăţire în diagnosticul precoce al afecţiunilor tumorale (92).. 
Pacienţii cu teratoame maligne sau teratocarcinoame. prezintă valori 
mult crescute ale AFP în proporţie de: 80—1009/, iar cei cu seminom, 
corioepiteliom, disgerminom, in proportie de 60—709/, urmărirea în dina- ` 
mică a valorilor serice fiind utilă in: monitorizarea evoluţiei bolii sub 
tratament radio- sau chimioterapice (24). | hri x. DOR) y 

Dintre afecțiunile netumorale care sînt însoțite de valori crescute 
ale AFP serice, cele mai importante sint tirozinoza, fibroza chisticá (muco- . 
viscidoza), sindromul Down si ataxia-teleangiectatică. d 


1.2.3.2. ANTIGENUL CARCINOEMBRIONAR (ACE) 

E - Ke O Ah laica 1 
De la descoperirea sa, in 1965, de cátre Gold si Freedman, cind s-a 
raportat stricta sa specificitate pentru tumorile de colon, ACE, proteina 
oncofetalá, a constituit obiectul a numeroase cercetări care sugereaza ca 
aceasta moleculá poate fi un marker relativ. util intr-o serie de afec- 

tiuni (36). | Me | 
„ACE este un membru al unei familii complexe de antigene asemănă- 
toare din care fac” parte: antigene. nespecifice ` cross reactive 
(NCA-1/NCA 50), glicoproteina normală (NGP), NCA 2, NCA 95/97, anti- 
genul extras din tumoare, legat de ACE (TEX), care sînt sintetizate atât în 

țesuturile normale cit si în țesutul tumoral (36). Te 
1. Caracteristici fizico-chimice si imunochimice. ACE este un antigen 
de suprafatá celulará de natura glicoproteicá, cu GM 200.000 D, mobilitate 
electroforeticá la pH = 7—8,5 cu f-globulinele si pl — 4,5—4,8. 
“Structura primară a ACE a fost rezolvată la nivel de cADN, Pro- 
teina la adult constă dintr-un domeniu N-terminal (108 aminoacizi), 3 re- : 
giuni similare, fiecare de 178 de aminoacizi si un domeniu foarte hidro- 
fobie C-terminal (26 de.aminoacizi), care este regiunea prin. care.se face 
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insertia ACE in membrana plasmatica. După “evaluarea” "aminoacizilor 
critici din structură, precum şi a structurii secundare, s-a constatat că 
ACE are similitudini cu superfamilia imunoglobulinelor. 


2. Substante ACE- „like“. O caracterizare completă a moleculei de 
ACE nu se poate face fără. descrierea asemănării structurii si Js s ers 
moleculei.cu a altor molecule inrudite. ; 


Molecula de ACE are multiple asemànšri si cu molecula unui an- 
tigen numit NCA (non specific cross-reacting antigen) si aceea a molecu- 
lei de a,-acid—glicoproteina. Compoziţia de aminoacizi a ACE si 
NCA este aproape la fel. Secventa primilor 25 aminoacizi este identica 
la ACE si NCA, ea fiind diferità dear in pozitia 21. 


Serurile anti-ACE si anti-NCA reacţionează cu: ambele antigene, iar 
unii anticorpi monoclonali anti-ACE reactioneazá încrucișat cu molecule ` 
de NCA; reactivitate exclusiva pentru ACE au autoanticorpii, de unde 
concluzia cá ei se formeazá fatá de un determinant specific. 

Asemánarea intre ACE si NCA este importantá la separarea | molecu- 
lei de ACE din extractele tisulare si la reactiile produse in kiturile de 
determinare a nivelurilor de ACE. Suscitá de asemenca interes asemána- ` 
rea între ACE si alfa-l-antitripsină si alfa-1- -antichimotripsina; asemána- 
rea fiind mai ales íntre lantul proteic al ACE şi lanţul proteic al centrului 
activ al celor două enzime (69). ' 

3. Modul de producere a ACE, nivel plasmatic. Molecula de ACE 
este un. antigen de suprafaţă celulară situat la nivelul glicocalixului celu- 
lar. Sinteza sa are loc la nivel ribozomal dupa modelul MM de Auer A 
a proteinelor. 


In mod norm al, ACE este sintetizat în ceiulele tonta digéstiv em- 
brionar si fetal între lunile 2—6 de gestație. Este important faptul cá 
ACE este sintetizat numai in celulele tubului digestiv cu origine endoder- 
mala, iar cantitatea produsă creşte progresiv, către zona, caudală a Viza 
bului digestiv si scade peste luna'6 de gestatie.. 

^— Avind in vedere prezenta sa in viaja fetalá, se presupune cá ACE are: 


— Rol in recunoasterea si asocierea, celulelor care, prin BEER 
celulará ultericará, formeaza celulele tubului digestiv; 


— Rel esențial în menţinerea vitalitátii celulei Tir CA diferen- 
fiate, ipoteză susținută de dispariţia ACE după. diferențierea celulară. 
După diferenţierea celulară, producerea de. ACE se reduce pind la 


sistare şi, .în mod normal, nu mai apare în viata adultă decît. ca urme 
în ser. 


Întrucît celulele tumorale sînt incomplet e Fm d este necesará 
NE. continuá de ACE, producere cu atit mai intensá cu cit nu- 
márul de celule nediferentiate — tumorale — este mai mare. La aparitia 
metastazelor, nivelul de ACE sanguin este cu mult mai crescut decit in 
absenta lor, mai ales in cazul metastazelor hepatice. Nu se cunoaste me- 
canismul prin care si alte celule adulte, vecine celulelor: transformate: 
malign, produc ACE; acest fenomen se constata atit la niveiul tubului 
digestiv, cit mai ales la nivelul metastazelor hepatice (54). : 

4. Importanta clinicá a ACE. Valorile normale ale ACE oscileazá in- 
ire 0—10 ng/ml, valori mai mari de 20 ng/ml fiind o certitudine a pro- 
cesului malign. In patologie, determinarea ACE are rol important in chi- 
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rurgia tumorilor digestive, in „speţă colorectale. Astfel s-au stabilit ur- 
matoarele: 


1. Tumorile Duke A natas de un. chirurg experimentat nu nece- 
sita urmárire prin ACE. 


2. Avind in vedere cá unii din wasu) cu tumori Duke B1, B2, Cl 
prezintá recidive si aproape unul din 2 pacienti cu tumori Duke C2 au 
recidive, se impune necesitatea urmáririi prin ACE aláturi de guietalte 
modalitáti de urmárire postoperatorie. 


3. Determinarea ACE la 1—2 luni interval oferá cea mai mare posi- 
bilitate de detectare precoce a recurentelor, in primii doi ani ipost- 
operator. i 


Se propune ca indicator at apariției recidivei creșterea cu peste 
5 ng/ml a ACE fata de valorile imediat postoperatorii. 


Dintre tumorile gastrointestinale, in afara celor colorectale, valori 
frecvent ridicate ale ACE pot fi intilnite si in carcinoamele pancreatice 
si gastrice, ale cavitatii bucale, esofagului si intestinului subtire. Valorile 
ACE sint asemănătoare celor din tumorile .colorectale, cu menţiunea că 
si afectiuni inflamatorii ale acestor organe pot determina unele cresteri 
ale ACE. In cazul pancreasului, prima valoare in legáturá cu care se 
„poate vorbi de o afecţiune malignă este de 40 ng/ml. x 

Cercetări efectuate în ultimii ani indică un posibil rol diagnostic al 
ACE într-o serie de alte afecțiuni. În carcinoamele pulmonare, ACE are 
valori ridicate în 730% din cazuri, 90% in carcinoame cu celule scua- 
moase, 88% în adenocarcinoame, 889/ in carcinoame cu celule mici $i 
690/, in carcinoame cu celule mari. 

‘In cancerul mamar, se menţionează relativ frecvent valori ridicate 
ale ACE, care sint cu atit mai frecvente cu cit stadiul bolii este mai avan- 
sat. Studii recente arată, luînd ca valori normale sub 4 ng/ml, conform 
clasificării U.I.C.C., următoarea distribuţie a valorilor pozitive: stadiul 
I — 14,804, stadiul Hes = 23,79/, stadiul III = 73,197. 

In carcinomul vezicii urinare, ACE apare la valori ridicate in apro- 
ximativ 509/, din cazuri. De menționat in acest caz că, în condiţiile radio- 
terapiei, valoarea ACE creşte initial, o dată cu accentuarea distrugerii tu- 
morii, şi scade ulterior după radioterapie. 

„Anticorpii monoclonali cu mare specificitate pentru ACE, marcați ra- ` 
dioactiv sau conjugati cu citostatice, sint astăzi utilizaţi si în comple- 
tarea terapiei antitumorale după timpul operator, anticorpii făcînd posi- 
bilă o distructie selectivă a celulelor tumorale, producătoare de ACE (69). 

` Cu ajutorul anticorpilor mono- si policlonali anti-ACE marcați cu. 
12[ se pot detecta preoperator tumoarea si metastazele ei la distanță, 
mai ales cînd acestea sînt inaccesibile examenului clinic, de laborator sau 
explorării intraoperatorii. Metoda este, se pare, mai utilă cînd se folosesc 
Se monoclonali si cind detectarea se face dupa folosirea simultana 

a anticorpilor marcați cu 12%] și %=Te, . 

Determinarea ACE este un test: util pentru diagnosticul şi monitori- 

zarea evolutiei unor tumori, 


108 


1.2.3.3. ALTI MARKERI TUMORALI ` 


CA 19—9 este unul din primii anticorpi monoclonali utilizaţi pentru determinarea de 
markeri tumorali si a fost realizat de Koprowski și colab. in 1979. Antigenul identificat de acest 
anticorp monoclorial se mai numeşte şi antigenul cancerului gastrointestinal. Este structural 
diferit de ACE. Determinarea CA 19— 9 este singurul marker cu mare specificitate şi sensibi- 
litate pentru cancerul pancreatic, indiferent de stadiu. Permite o.bună discriminare intre can- 
cerul panerdatic și pancreatită. În detectarea carcincamelor colorectale este echivalent cu ACE, 
iar asocierea celor 2 teste permite o creștere a sensibilităţii la 74% (86). H 

CA—125 este un determinant antigenic definit de un anticorp monoclonal ridicat la o 
linie celulară de carcinom epitelial ovarian. Cantități mici din acest antigen se găsesc in fesutul 
adult, in celulele mezoteliale ale pleurei, pericardului, peritoneului, precum și ca gi component epi- 
telial al trompelor uterine, eridometrului și endocervixului. Studiile imunohist ochimice au ará- 
tat că nu este prezent in ovarul adult si fetal dar se găsește in cantitate mare in adenocarcinoa- 
mele ovariene. Determinarea CA— 125 este foarte importantá in monitorizarea evolutiei carci- 
nomului epitelial ovarian, nivelul seric fiilud direct corelat cu regresia, stabilizarea sau progre- 
siunea bolii si fiind astfel util pentru urmărirea rezultatelor trata mentelului chirurgical, radio- 
logic si chimioterapic (4). l f š: i 

CA 15—3 este un antigen tumoral asociat tumorilor mamare si se determină utilizind 
2 anticorpi monoclonali cu specificitate diferită. Desi nu este un antigen specific tumoral, 
se detectează frecvent în cancerul mamar (peste 80%). Se utilizează in urmărirea bolnavelor 
<u cancer mamar, respectiv în detectarea metastazelor sau recăderilor gi in evaluarea eficienței 
terapeutice. | KA E 

MCA este o glicoproteiná cu GM-de 350.000 D. Este formată dintr-un lanţ de aminoacizi 
si dintr-un număr mare de lanţuri de carbohidrați încărcate negativ, proprietate caracteristicá 
glicoproteinelor asemănătoare mucinei (de unde $i denumirea Mucin-ike Carcinoma-associa- 
ted Antigen = MCA). Prin studii imunohistochimice s-a arátat cá acest antigen este produs de 
majoritatea tipurilor de cancer mamar gi in cantitate micá de citeva fesuturi epiteliale normale 
(de exemplu, ducte din sin si rinichi). o | ; 

Determinarea MCA in ser nu poate fi utilizatá ca test screening pentru identificarea pa- 
cientelor cu cancer mamar. Este utilă însă dacă se determină valorile in dinamică, permifind 
surprinderea din vreme a recidivelor si monitorizarea terapiel. Se poate utiliza si in stadializa- 
rea tumorilor mamare. 

Gamaseminoproteina este un antigen specific izolat si purificat din lichidul seminal uman. 
Prin imunohistochimie s-a arătat cá este produs de prostată si secretat in lichidul seminal. Are 
o GM de aproximativ 27— 30.000 D si este similará ca structurá cu kalikreina pancreaticá uma- 
nä. Fiind specific localizată în prostată şi secretatá in lichidul seminal şi avind o concentraţie 
de 10 ori mai mare decit fosfataza acidă prostatică, este un parametru util pentru diagnosticul 
«cancerului prostatic. După inițierea tratamentului, nivelul seric se reduce și crește în caz de 
recidivă a bolii. nt: TA 

Ín afara acestor markeri imunologici, existá o serie de markeri biochimici, in special en- 
zime: y glutamiltransferazá, fostatazá acidá, glicosiltransferazele. Date asupra acestora se găsesc 
in volumele anterioare de Biochimie clinică (21) şi în prezentul volum la pag. 222). 


11.2.4. ALFA-1-GLICOPROTEINA ACIDĂ 
Este o glicoproteiná denumitá in trecut si orosomucoidul sau a-1-se- 


romucoidul care face parte din grupul proteinelor de fazá acutá (10). Are 
greutate moleculará de 45.000 D si este alcătuită dintr-un. singur lant 
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polipeptidic la care. sint atasate, prin intermediul asparaginazei, cinci lan- 
turi oligozaharidice (10%/ din moleculă), molecula este stabilizată spatial 
de douá punti disulfidice. Lantul. polipeptidic prezintá o structurá omo- 
loagá cu a unui fragment. peptidic. din molecula. de IgG si haptoglobiná. 
Electroforeza la pH izoelectric permite evidenţierea. a 7 benzi ce atestă 
diferitele variante din cadrul polimorfismului. genetic (50). Sint cunoscute 
3 variante genetice; SS, FF si FS. Este sintetizat in ficat si poate fi deter- 
minat nu numai în ser sau plasmă, ci si in alte lichide. biologice; urină, 

lichid cefalorahidian, pleural, sinovial. Are valori. serice între 44— 
140 mg/dl si o viteză de înjumătățire in, circulaţie de 5 zile. Este catabo- 
lizată tot la nivel hepatic, molecula „îmbătrânită“ fiind blocată la nivelul 
membranei hepatocitului prin componenţa glucidică. Deși structura pro- 
teinei este cunoscută, funcțiile ei in. organism sint încă insuficient cla- 
rificate. : 


Totusi, din date clinice si experimentale s-a constatat cà: 

— Creste reactiv aláturi de celelalte proteine de faza acuta; 

— Contribuie. alături de transcortina la. transportul corticoster oizilor 
si progesteronului; 
^^ (— Contribuie alături de. Bets co alei pă la legarea si transportul 
vitaminei. B12; l 

ste Actioneazá ca imunoreglator in procesul maturárii limfocitolor. 

Valoarea diagnosticá a proteinei constă in apartenenta acesteia la 
grupul de proteine de fază acută, nivelele serice ajungînd pina la dubla- 
rea valorii serice normale. La 3—5 zile, de. la debutul unui fenomen infla- 
mator acuti asociat, unor. distructii tisulare, se ating concentraţii serice 
maxime, revenirea la valorile normale făcîndu-se în aproximativ trei săp- 
tamini de la. vindecare. Urmárirea concentratiei . serice este utilá in su- 
pravegherea, evoluţiei, progresiunii sau atingerii unui proces cronic in- 
flamator si în monitorizarea terapiei în procesele cronice degenerative, 
pneumopatii cronice, glomerulonefrite cronice, boaia de iradiere, poliar- 
trita. reumatoida, infarctul miocardic, hemodializa cronică, tumori malig - 
ne, cind prezinta valori crescute concordant cu evolutia procesului . pato- 
gen. Este mai scăzută la noi-náscuti sau în sarcină decît la adultul să- 
nătos. 
ek Fr sindroamele de mainutritie sau hepatopatii cronice si ciroze pre- 
zinta valori sub nivelul normal, cauzate de scăderea ratei de sinteză iar în 
sindromul nefrotic, prezintă valori scăzute datorită pierderilor urinare. 
Deşi nu are o mare specificitate pentru o anume afecţiune („sp 'eifici- 
tate de boală“), are însă o mare specificitate pentru pr ocesul inflamator 
(specificitate de proces“). 


11.2.5. TRANSFERINA 


Transferina (cu sinonimul siderofilină) este o glicoproteină cu mi- 
grare electroforetică în pl care apartine grupului de proteine de trans- 
port; are rol important in transportul fierului ín organism (82). Este sin- 
tetizatá la nivel hepatic avind o greutate moleculará de 90.000 D si con- 
centratie: serică de 200—400 mg/dl, reprezentind aproximativ 50% din 
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B-slobuline. Structura moleculei constă într-un lant polipeptidic (949/; din 
moleculă) si două lanţuri glucidice identice, unde se găsesc situsurile de 
legare a ionilor de fier. Apotransferina (molecula liberá de ioni de fier) 
este o proteină incoloră, după încărcarea cu două molecule de Fe** de- 
vine rosiaticá. Prin electroforezá in gel de amidon a fost identificat un 
polimorfism' genetic al proteinei, guvernat de trei gene alele codomi- 
nante C, B, şi D cu subtipuri C1, C2 etc., generind peste 20 variante fe- 
notipice de transferiná fara insá a fi evidentiabile diferente imunochimice 
sau unele particularitáti biochimice in legarea Fe?t. Cantitatea totalá de 
transferiná din organismul unui adult sánátos este de 7—15 g, din care 
cea mai mare parte este circulantá, putînd fi însă identificată şi în lichi- 
dele biologice: lichidul cerebrospinal, sinovial, corpul vitros, uriná, bilá. 
La adultul normal, 1/3 din valoarea transferinei din circulaţie este satu- 
rată cu Fe?t, fiind transportoare a peste 99%/, din fierul seric (50). To-- 
tusi situsurile de legare a cationilor de Fe nu sint specifice, Jue in- 
teractiona si cu alti ioni metalici: Zn?*, Cu?+, Cost, Mn?* Cr**, Timpul 
de înjumătățire a concentraţiei serice a transferinei este de 7—10 zile, 
zilnic fiind metabolizate 4—79/ din proteina circulantá- la nivelul: celu- 
lelor :epiteliului tubular renal, la nivel gastrointestinal si tegumentar. 
Concentratia plasmaticá de transferiná poate fi evaluatá fie prin metode 
imunologice, fie indirect prin determinarea capacității totale de fixare 
a fierului si care, in mod normal, este de 300—360 ug Fe/100 ml plasma. 
Functia fiziologicá esentialá a transferinei este de a transporta fierul 
de la nivel intestinal la nivel hepatic, splenic, muscular si mai ales la ni- 
velul máduvei hematoformatoare, unde ionul este implicat in sinteza he- 
moglobinei, mioglobinei, a unor enzime, ca cele din lantul respirator, sau 
participá ca si cofactor la sinteza unor proteine. Dinamica: metabolismului 
complexelor transferiná-fier este deosebit. de acceleratá, complexele for- 
mate la nivel intestinal. sau în circulatie.cu..Fe?* liber, fiind legate in. 
decurs de 60—120 min la receptorul de: transferiná al hepatocitului, eri- 
troblastului sau a unor celule. ale ‘sistemului reticulohistiocitar, unde, la. 
un pH 7,0, fierul este cedat. rky sta m nat ih ; 
O altá functie importantá a transferinei este aceea de a lega fierul 
liber din circulaţie, concentraţii mai mari de 10 ug/l Fe?t liber avind 
repercusiuni negative asupra reactiilor enzimatice tisulare. Atit in vivo 
cit şi in vitro, transferina exercită un: puternic efect. bacteriostatic, men- 
Gout chiar si dacă serul este încălzit la 56°C, efect conferit de marea avi- 
ditate a proteinei pentru Fe+3 pe care il,blocheazá, nepermitind bacte-. 
riilor utilizarea cationului in cadrul propriului lor metabolism. | | = 
Atransferinemia congenitalá constá in anemie hipocroma microci- 
tară, debutatá în copilárie, cu nivele serice: ale transferinei extrem de 
scăzute (0—40 mg/dl), nefiind clar precizat dacă efectul genetic constă in: 
„deficitul de sinteză sau de reglare a sintezei proteinei.: Tratamentul constă. 
în perfuzii cu ser uman sau transferiná umană purificată. Au fost descrişi 
si autoanticorpi antitransferină, de clasă IgG care blochează funcţia de. 
transport a transferinei, generind tabloul clinic al unei hemosideroze. 
Transferina serică este mult crescută în astfel de cazuri dar saturarea 
ei cu Fe3* este deficitară, Fest liber din circulaţie fiind mult crescut. 
Nivelul seric al transferinei este util în diagnosticul diferențial al 
unei anemii hipocrome microcitare; anemia feriprivă prezintă valori ale 
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sideremiei scázute cu transferinemie crescutá, in timp ce in anemiile 
secundare unor procese cronice infectioase (tbc), boli maligne, inflamatii 
acute, insuficiență hepatică sau renală sint scăzute atit transferinemia cit 
si sideremia. Talasemia si anemia falciformă se caracterizează prin si- 
deremie crescutá si transferinemie scazuta. În hepatita virală acută sint 
constatate uşoare creşteri ale transferinemiei, care însă scad în hepatitele 
cronice, ajungînd la valori semnificativ mai mici la bolnavii cu ciroză. În. 
sindroamele nefrotice, este descrisă o hipotransferinemie cauzată de pier- 
dert la nivel glomerular. Raportul valorilor de clearence IgG/transferină 
a fost utilizat în trecut ca indice de selectivitate a proteinuriilor, metoda 
fiind astăzi înlocuită de alte procedee mai informative, cum este electro- 
foreza proteinelor urinare în gel de poliacrilamidă. | | 
Valori extrem de scázute ale transferinei au fost semnalate intr-un 
caz de aritroleucemie acuta (37), precum si in cazul de psoriazis eritroder- 
mic si eritropatic descris de I. Baciu si colaboratorii (2), evoluind cu hipo- 
betaglobulinemie, anemie si manifestari de carentà in fier heminic. 
Determinarea transferinei in lichidul cefalorahidian are valoare diag- . 
nosticá in unele afectiuni neurologice, prezentind valori scázute in scle- 
roza multiplá, paralizii progresive, meningite (indeosebi cea tbc), tumori 


cerebrale si valori crescute in epilepsie. f : 


11.2.6. FIBRONECTINA ` 


_ Fibronectina (FN) face parte, impreuná cu fibrinogenul, vitronectina, 
factorul von Willebrand din grupul glicoproteinelor de adeziune. Aceste 
glicoproteine sint distincte structural si imunologic, dar sint asemana- 
toare prin functia lor si prin 'prezenta in structura primará a tripeptidu- 
lui Arg-Gly-Asp. Respectivul tripeptid (Arg-Gly-Asp) joacá un rol 
esential in adeziunea celulará, el fiind recunoscut de receptori celulari 
specifici denumiti integrine (41). 

FN este o glicoproteiná evidentiata in singe, limfá, lichidul intersti- 
tial ca si în matricea extracelulará. Denumirea provine de la termenii 
Tatini „fibra“ si ,nectera“, semnificind functia de legáturá, conexiune pe 
care o are. Se găsește în formă solubilă in lichidele 'biologice sau insolu- 
bilá in matricea de tesut conjunctiv, membranele bazale, glicocalixul unui. 
număr mare de celule. In culturi de celule a putut fi identificata la su- 
prafata fibroblastelor, celulelor endoteliale, macrofagelor, hepatocitelor, ' 
fiind in parte secretatá in mediul de cultura (94). 


Atit fibronectina plasmaticá (FN) cit si cea tisulará reprezinta un. 
complex molecular cu greutate moleculará de 440.000—445.000 D, con- 
stind in douá lanturi polipeptidice de 220.000— 230.000 "D legate prin 
punți disulfidice. Izolatá si partial purificatá in 1948 de Morrison si cola- 
boratori, FN a purtat mai multe denumiri printre care „globulina inso- 
lubilá la rece“, ,,galactoproteina", „proteina de suprafață celulară“, „anti- 
genul solubil al fibroblastului“ etc. (1, 40). FN solubilă si cea din ma- 
trice sînt asemănătoare din punct de vedere antigenic dar diferă sub as- 
pect biochimic si functional. Se considera astazi existenta unei familii de 
fibronectine cu variabilitate in compozitia chimicá, domeniile structurale 
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ale macromoleculei sau functionalitatea acestor domenii. Molecula FN 
prezintá o serie de domenii structurale evidentiate prin studii de spectro- 
scopie, denaturare tranzitorie, digestie enzimatica, domenii care prezinta 
o afinitate mare pentru anumite componente ale suprafetei celulare (ale 
fibroblastelor, granulocitelor, stafilococului aureu). pentru colagenul na- 
tiv sau denaturat, fibriná, fibrinogen, actiná, hepariná, factorul XIII etc. 
(figura 2.6.). Multiple domenii structurale, cu diferitá extindere in mo- 
lecula FN, asigură o largă funcţionalitate acestei proteine, de la indepli- 
nirea unui rol structural de adeziune si sustinere piná la opsonizare bac- 
terianá sau interactiune cu celulele imunoefectoare (40, 94). Fiind o mole- 
culá cu greutate moleculará mare, cu multiple interactiuni si domenii 
structurale, cu o mare susceptibilitate la proteolizá, fragmentele derivate 
din degradarea proteoliticá a FN sint „peptide active“, cu rol important 
reglator in sinteza acestei glicoproteine dar si cu posibilitáti de a inter- 
fera functional cu molecula intactá. FN functioneaza ca mediator intre 
celule si componentele matricei extracelulare, inclusiv fibrele de cola- 
gen si fibriná, influentind astfel cresterea si diferentierea celulará, loco- 
motia celulara si fagocitoza. 

FN are rol in formarea tesutului- conjunctiv, promovind si directio-. 
nind fibrilogeneza colagenului, multe dintre aceste functii fiind indepli- 
nite de forma fibrilará (de la suprafaţa celulelor). Forma solubilá a FN 
pare a fi mai inertá. Conversia PN solubile in fibrilará poate fi indusá de 
agenti poliionici ca heparina, spermidina sau heparansulfatul cu care ac- 
tioneazá frecvent ca si cofactor ín interactiunea celulá-matrice. Totodatá 
acidul hialuronic poate inhiba adeziunea celulei la matrice prin mascarea 
fibrilelor de fibronectiná. 

FN solubilá poate fi utilá in diagnosticul de laborator ca si ín urmá- 
rirea evolutiei unor afectiuni. Determinarea acesteia din plasma se poate 
face cu mijloace imunochimice; imunodifuzie radiala, electroimunodifu- 
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Fig. 2.6. Reprezentarea schematicá a domeniilor structurale ale fibronecu- 
nei plasmatice. S-domeniul de legare al stafilococului aureu; H-domeniul de 
legare al heparinei; G-domeniul de legare al gelatinei; G-domeniul de legare 
celulară ; Glu-rest glutamic implicat in legarea catabolizatá de FXIIIa. Alte 
substanfe care se leagá de anumite domenii sint indicate sub schemă. Sàijge- 
tile indicá sediile cele mai frecvente de scindare proteoliticá a fibronectinei. 
FAT = factor de activare a transformárii celulare. 
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zie sau ELISA. Valoarea riórmalá este de 25—40 mg/dl plasmă (19). De- 
terminarea ei din ser este incorectá deoarece FN ia parte la formarea 
cheagului si se consumá-astfel in cursul coagulárii. Studiile efectuate ou 
FN marcată cu Lt au demonstrat că această glicoproteiná este rapid oa: 
tabolizatá, avînd un-timp' de înjumătățire de 20—30 ore. Ca urmare, in 
fiecare oră, aproximativ 59/, din FN este degradată, procesul “fiind 
compensat de ó viteză de sinteză corespunzător de accelerată de 
0,71 mg/Kg/h (68). - ee BE | däre Gom, 

Nivelul’ plasmatic al FN scade semnificativ după intervenţii chirur- 


- gicale laborioase, septicemii, traumatisme majore, arsuri, coagulare intra- 


vasculará diseminatá, indeosebi cind aceasta din urmá este asociatá unor 
traumatisme sau septicemii (77).:Explicaţia acestei scăderi constă în faptul 


'că FN acţionează ca opsonină pentru particulele nebacteriene, ca resturi 


tisulare de colagen, detritusuri celulare, complexe imune circulante, pro- ` 
teine denaturate sau produși ai coagulării intravasculare diseminate (mo- 
nomeri de fibrină, fragmente de plăcuţe). Scăderea FN circulante reflectă 
pe de-o parte consumul ei ca opsonină, favorizind reținerea complexelor 
opsonizate în sistemul reticulohistiocitar, dar totodată sugerează şi antre- 
narea ei in aria de leziune tisulară, în cadrul procesului de vindecare, 
la formarea matricei conjunctive. În aceste cazuri, administrarea la pa- 
cientii cu soc septic sau traumatisme a unui: crioprecipitat din plasmă 


“proaspătă, bogat in FN, duce la restabilirea nivelului plasmatic al FN 
‘cu influențarea favorabilă a septicemiei, insuficientei respiratorii si du- 


ratei bolii (70, 77). | A | 
__EN a fost mult studiată în legătură cu procesul de malignizare și in- 


vadare tumorală. S-a observat că în culturi celulele tumorale sinteti- 


zează mult mai puţină EN decit celulele similare nemalignizate. Totodată 
a fost observată o fragmentare proteolitică însemnată a FN cu eliberarea 
unui număr mare de fragmente derivate din hidroliză, care ar putea fi 
utilizate ca un potenţial marker al progresiunii tumorale, procesul de in- 
vaziune al celulelor tumorale fiind strîns legat de hidroliza enzimatică a 
matricei de ţesut conjunctiv (70). Conform unor studii recente privind 
metabolismul FN s-ar părea că de fapt principalul mecanism prin care 
se ajunge la o scădere a concentraţiei sale în plasmă este reprezentat de 
o reducere a sintezei (68). Reducerea sintezei explică şi scăderea nivelului 
FN în cirozele hepatice decompensate parenchimatos (19), precum si in 
cursul terapiei cu L-asparaginază a leucemicilor (45). De notat că efectua- 
rea unui transplant hepatic eficient la un bolnav cu insuficienţă hepatică 
este urrnat de normalizarea nivelului FN. Această observaţie clinică coro- 
borată cu datele experimentale obţinute, utilizînd culturi de celule 
hepatice sau tehnici de perfuzie a ficatului, pledează pentru rolul esenţial 
al hepatocitelor în procesul de sinteză al FN plasmatice. Pe de altă parte, 
se consideră că nivelele crescute ale FN sint consecinţa unei producţii 
crescute. Astfel de situaţii se întîlnesc în multe cazuri de hepatită cro- 
nică evoluind cu procese de regenerare hepatică, in sindromul nefrotic, 
la obezi şi la subiecţi cu hiperlipoproteinemie tip IIb si IV (19, 76). 
Desi nivelul plasmatic de FN nu este modificat in poliartrita reuma- 
toidá au fost evidenţiate concentraţii crescute ale acesteia în lichidul si- 
novial, sugerind o sinteză locală asociată bolii; totodată au fost eviden- 
tiate si o gamă largă de fragmente proteolizate ale FN care au un rol 
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important in opsonizare si chemotaxie, fiind activ implicate in patoge- 
neza bolii (12). : 


A fost descris si-un deficit genetic: de sintezá al FN ; plágile aces- 


tor pacienţi: se vindecau greu şi prezentau importante . depozite de 
cheloid. oat TE T | 


112.7. VITRONECTINA/PROTEINA SA SISTEMULUI 
| COMPLEMENT | "A 


Vitronectina (VN) este o glicoproteiná cu o greutate moleculará de 
75.000 D si o concentraţie serică de 20—40 mg9/, Cantități mari se găsesc 
in lichidul amniotic si urina. Initial a fost denumità si factorul de migrare 
celulară, datorat proprietăţii ei de a determina adeziunea: celulară. Clo- 
narea recentă a ADN al VN a permis identificarea cîtorva domenii dis- 
tincte în această moleculă. VN conţine întregul peptid al somatomedinei 
B, o secvenţă Arg-Gly-Asp (41), prin care permite adeziunea celulelor, si 
un domeniu foarte bazic, care leagă heparina. Acest domeniu este impli- 
cat funcţional în rolul VN ca proteină neutralizatoare a heparinei, reglind 
astfel extinderea inhibării enzimelor de coagulare prin intermediul anti- 


trombinei III-heparinei. Domeniul amintit este implicat de asemenea in 


inhibarea formării complexului terminal litic al C5b-9 prin formarea 
complexului SC5b-9 citolitic inactiv (vezi „Sistemul complement"). Date. 
recente arată că VN inhibă şi activitatea litică a perforinei, proteină pro- 
dusă de limfocitele T citotoxice, cu rol similar complexului C5b-9 (88) 


Sediul major de sinteză pentru VN serică este reprezentat de ficat, 


fapt atestat si de valorile scăzute intilnite în ciroze hepatice decompen- 
sate. Nivelul seric în aceste cazuri se corelează pozitiv cu colinesteraza 
serică si factorul X al coagulării. Nivelul seric nu se modifică în tumori 
cu metastaze, în leucemiile acute şi este scăzut în coagularea intravascu- 
lară diseminată asociată cu insuficienţă hepatică (14). 

VN este prezent si în țesuturi în matricea de ţesut conjunctiv, ju- 
cînd un rol important în aderarea celulelor. Aderarea celulelor se face 
printr-un receptor specific pentru VN de la nivelul celulelor. Există si 
dovezi că VN formează un complex ou PAI, pe care îl stabilizează. 


1.2.8. BETA¿MICROGLOBULINA 


A fost descoperită in 1968 in urina unor pacienti cu intoxicatie cro- 
nică cu cadmiu şi a unor cazuri de _ tubulopatii congenitale. Are greuta- 
te moleculară mică (11.800 D), fiind constituită dintr-un singur lant poli- 
peptidic, incluzind 100 de aminoacizi. Două punti disulfidice conferă mo- 
leculei formă sferică (71). Este secretată la suprafața membranelor tu- 
turor celulelor nucleate (îndeosebi a limfocitelor) ca lanț uşor al compie- 
xului major de hisiocompatibilitate (MHC) — clasa I, Complexul MHC 
reprezintă o regiune  antigenicà membranară prezentă la toate speciile 
de mamifere si a cărei tipizare este importantă în transplantul de organe. 
În ultimul timp, s-a constatat că antigenele HMC intervin nu numai în 
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transplant ci si intr-o mare varietate de forme ale ráspunsului imun 
celular, indeosebi in modularea raspunsului limfocitelor T citotoxice. Le- 
gaturile lantului usor de (2-microglobulinà in cadrul complexului MHC 
sint de tip necovalent, fiind sugerat.astfel-rolul pe care acesta il are in 
mentinerea conformatiei spatiale a lantului greu (figura 2.7). Desi com- 
plexul MHC este codificat de gene de pe cromozomul 6, genele care co- 
dificá sinteza $2 microglobulinei sînt pe cromozomul 15. 


` Turn-overul acestui complex la suprafaţa membranelor celulare este 
sursa cea mai importantă de 62 microglobulina în ser şi alte lichide bio- 
logice. Concentrația serică este sub 0,3 mg/dl, indiferent de virsta si sex. 
Avind greutate moleculará mica, trece in filtratul glomerular dar este 
reabsorbita si.metabolizata de celulele tubulare renale. Cantitatea filtrata 
la nivelul membranei bazale glomerulare este de 80—160 mg/24 h, dar 
excretia in uriná se limiteazá la 0,12—0,40 mg/24 h. (71). Studiile expe- 
rimentale au evidentiat reabsorbtia tubulara la nivelul celulelor tubului 
contort proximal prin pinocitoza la nivelul portiunii luminale, „în pe- 
rie a celulei, veziculele endocitate fiind degradate de enzimele lizozo- 
male. Prezenta ei in uriná este expresia saturării mecanismului de re- 
absorbtie, afectarea tubulara gásindu-si o fidelá expresie in cresterea ni- 
velelor urinare de £2 microglobuliná. Existenţa unui catabolism extrarenal 
este sugeratá de faptul ca, la bolnavii nefrectomizati bilateral, ramine 
la valori constante, 1—5 ani de la nefrectomie, chiar daca epurarea prin 
hemodializá nu depáseste 1 mg. Dupá transplant renal, pacientii eliminá 
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| Fig. 2.7. Schema structurii moleculelor de la suprafața celulelor codifi- 
š 1 cate de MHC clasa I. 
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50—60 mg/24 h, ceea ce corespunde unei perioade de sintezá si cataboli- 
zare completa de 5—8 ore. ` A 

Concentrația serică a f¡2 microglobulinei reflectă echilibrul între pro- 
ductie si catabolism. Nu este suficient cunoscută modalitatea. de eliberare 
în mediul extracelular. Nivelul seric crește la toţi pacienţii cu viteza de 
filtrare glomerulară scăzută (glomerulopatii, nefropatia diabetică, insu- 
ficienta renală acuta si cronică), determinarea concentraţiei serice fiind o 
metodă simplă și exactă în detectarea afectării renale minime ca şi în 
urmărirea efectelor tratamentului. În absenţa insuficientei renale deter- 
minarea concentraţiei urinare este o metodă sensibilă de apreciere a func- 
tiei tubulare renale (25). Datorită variațiilor în concentraţia urinară a 
52 microglobulinei în funcţie de diureză, aceasta trebuie raportată la de- 
bitul urinar sau la concentraţia creatininei din acelaşi eșantion urinar, in 
general fiind considerate patologice concentraţii mai mari de 0,3 mg/dl 
urină. Determinarea urinară a $2 microglobulinei are deosebită utilitate in 
studii epidemiologice privind depistarea precoce a intoxicatiilor cronice cu 
metale grele, a nefropatiei endemice balcanice, sau a nefropatiilor inter- 
stitiale medicamentoase. Creşterea excretiei de $2 microglobulină este ob- 
servata inainte de evidentierea, prin metode curente, a proteinuriei. Pen- 
tru diagnosticul tubulopatiilor sau nefropatiilor interstitiale, dozarea ei 
în urină este o analiză mai precisă si mai utilă decit electroforeza pro- 
teinelor urinare. 

Modificări ale concentraţiei serice a f2-microglobulinei reflectă im- 
portante evenimente patogenice in hemopatiile maligne. Astfel, in leu- 
cemia limfocitará cronicá se modificá paralel cu evolutia bolii, progresiu- 
nea ei si regresiunea sub tratament fiind nereflectate de fm chiar daca 
nu se ccreleazi întotdeauna cu numărul de leucocite circulante (52). In 
boala Hodgkin, concentratia sericá este crescutá si se coreleazá relativ 
bine cu stadiul bolii. In alte limfoame existá o mare variabilitate a nive- 
lului circulant al proteinei, acesta nereflectind fidel evolutia sub trata- 
ment si prognosticul bolii. Urmărirea concentrației ñ; microglobulinei in 
lichidul cefalorahidian si cresterea raportului concentratiei ei in lichidul 
cefalorahidian/ser este foarte importantá pentru aprecierea extinderii la 
nivel cerebral a leucemiilor sau limfoanelor (52). | 

In mielomul multiplu există o variată gamă de răspuns a fi, microglo- 
bulinei în ser de la concentraţie normală pînă la 1—2 mg/dl, fără a exista 
o corelaţie cu scăderea vitezei de filtrare glomerulară sau tipul de para- 
proteină. Totuși s-au observat corelaţii între concentraţia ei serică şi masa 
tumorală sau creşterea concentraţiei serice a paraproteinei. Totodată ni- 
velele crescute permit diferenţierea clară între o gamopatie malignă si una 
bengină, în cazul celei din urmă nivelul plasmatic al Bọ microglobulinei 
nefiind modificat. Pe de altă parte, creşterea exprimată a f$ microglo- 
bulinei în astfel de cazuri implică un prognostic nefavorabil (26). În sta- 
diile avansate ale tumorilor mamare, au fost raportate nivele serice cres- 
cute, ca si în tumorile gastrointestinale, fără ca această investigaţie sa 
poată fi însă folosită ca marker tumoral. 

Au fost comunicate de asemenea cazuri de bolnavi cu insuficienţă 
renală cronică care, în. condiţiile unei hemodialize cronice de lungă du- 
rată, prezentau nivele serice mult crescute ale ñ, micreglobulinei si depu- 
nerea în organe a unui tip de fibrile de amiloid alcătuit din f» micro- 
globulină. 


117 


„Acest tip de amiloid are o mare afinitate pentru zona tunelului car- 
pian, producind, prin po nervului median, sin dromul de tunel 
Kette (3E. ui | 

Este crescuta in serul géet: cu colagenoze, ca si e lichidul sino- 
vital al. celor cu .poliartrită reumatoidă. Au: “fost raportate de asemenea 
valori crescute, în sindromul de imunodeficientá dobinditá (SIDA), cres- 
terea fiind atribuită atit efectului citopatogen viral, cit si eliberării de 
la suprafaţa limfocitelor infectate dar id rat min aes imunologic datorită 
infecției virale. 

Creste in lichidul per din primele luni de sarcina, apoi scade 
la nivele normale, în timp ce în serul gravidelor creşte progresiv cu luna 
sarcinii. Este crescută în serul de cordon ombilical, în urina si serul noului 
născut, în contextul imaturitatii funcţiei renale (71). 


M29: PROTEINA C-REACTIVA 


Conceptul de „proteine de fază. acută a fost introdus în 1930 la des- 
coperirea primei proteine din cadrul acestora, proteina C-reactivă (CRP). 
A fost astfel denumită deoarece în prezenţa ionilor de Ca?t precipită cu 
polizaharidul C al pneumococului. Primele determinări ale CRP aveau 
la bază această proprietate; determinările fiind insuficient de sensibile, 
nu au putut-o. decela în serul indivizilor sănătoși, ci doar în cel provenit 
de la pacienţi cu infecţii acute.. Cu ajutorul metodei radioimunologice s-a 
demonstrat prezenţa ei si în. serul. indivizilor: sănătoși, la: valori sub 
0,5. mg/dl. (47). Aproape toate proteinele: care fac parte din grupul pro- 
teinelor de fază acută (tabelul.2.5.) sînt prezente în cantităţi relativ mari 


T abelul 25 


 Principalele caracteristici dc proteinelor | de ee acută 
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A = Proteina C-reactiva, Antichimotripsina ^ 
B = a antitripsina, a?-acid-glicoproteina, C3, C4, Fibrinogen 
C — Albumina ) k ka. A a 
Fig. 2.8. Comportamentul diferitelor proteine plasmatice in cur-. 

sul reacției de fază acută. I SFT] 
şi uşor de apreciat prin tehnicile, uzuale de imunoprecipitare, excepție fă- 
cînd CRP. Proteinele de fază acută au în comun caracteristica de a creşte 
în ser de mai multe ori sub influența unci distructii tisulare asociată unui 
-proces inflamator acut sau cronic (figura 2.8). Nivelul lor seric crește nu 
atit prin eliberarea din stocuri preformate cit mai ales prin creşterea 
sintezei la nivel hepatic, iar viteza lor de producere si secreție se pare 
cà se afla sub controlul unor mediatori umorali derivati direct sau indirect 
de la locul de distructie tisulará sau inflamatie. Existá o mare variabi- 
litate de stimuli care induc sinteza si eliberarea proteinelor de fazá acuta 
de la terebentina sterilà la fractiuni subcelulare din focarul inflamator, 
citokine, prostaglandine, complexe proteaze-inhibitori proteazici, fractiuni 
de complement, radicali superoxizi (48). 
i CRP este alcátuit din cinci subunitáti polipeptidice aranjate spatial 
sub formá de disc pentamer si are o greutate moleculará de 105.000 D. 
Se leaga de polizaharidele prezente in peretele bacteriilor, fungilor sau 
protozoarelor, interactioneazá cu fosfolipidele (lecitina) si sfingolipidele 
(sfingomielina) care sint constituente majore ale membranelor celulare. 
Afinitatea cea mai mare o are pentru fosforil-coliná (lecitina), iar lega- 
rea de fosfolipide si polizaharide este dependentá de Ca?+. 

Una din cele mai importante proprietáti a CRP este cà, odatá legatá 
de o membraná, activeazá sistemul complement pe calea clasicá (prin 
interacţiunea cu Clq) la fel de eficient ca si IgG; Activarea complemen- 
tului are ca si consecinţă eliberarea unor peptide active chemoatractante 
(C3a, Coa) şi liza celulei prin alterarea membranei indusă de complexul 
terminal Cob-9, Asemănător imunoglobulinelor, CRP acţionează ca si op- 
sonină si agent citolitic cu rol în medierea fenomeneler inflamatorii, su- 
gerindu-se chiar posibilitatea! ca aceasta să fie o proteină primitivă de 
apărare a organismului. Funcţia ei principală este aceea de a contribui 
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la procesul de clearence al proteinelor si al unor substante cu rol toxic 
in organism, precum fragmentele bacteriene sau produsii de degradare 
tisularà. | | 

Printre alte functii biologice ale CRP au fost descrise: interacţiunea 
cu receptorul Fc al monocitelor si limfocitelor; inhibarea agregării pla- 
chetare şi a eliberării unor mediatori din plăcuţe; inducerea proliferării 
unei clone de celule T-supresoare care acţionează blocînd sinteza de anti- 
corpi. Prin faptul că se depune la nivelul zonelor de leziune tisulară con- 
tribuind la medierea inflamatiei și prin multiple interacțiuni cu celulele 
imunoefectoare CRP se pare a avea un rol important imunoreglator (48). 
< . . CRP are o rată de sinteză foarte rapidă în prezenţa unui eveniment 
inflamator (crescîndu-și valoarea de peste 3000 ori față de normal in. 
12—24 ore). Acest fapt, asociat cu blocarea sintezei la scurt timp dupa 
indepàrtarea stimulului inflamator, face din CRP un important marker de 
monitorizare a infectiei, indeosebi in situatiile in care datele clinice si he- 
matologice ale unui astfel de proces sint mascate. Dach dupa o interven- 
tie chirurgicală nivelul ei seric nu scade sau chiar crește in primele 14 zile 
de supraveghere, se poate bánui dezvoltarea unei infectii postoperatorii. 
La nou-náscuti s-a dovedit a fi deosebit de utilá si sensibilá in urmarirea 
recidivelor septicemice sau meningeale. Ín cazul unor pacienti care au pri- 
mit tratament cu corticosteroizi sau imunosupresoare sau in cazul unor 
pacienti cu leucemie, concentratia sericá a CRP poate fi foarte utilà in. 
diferentierea pacientilor cu infectie fata de cei fara infectie (10). 

Multe din bolile cronice sînt asociate cu distructii tisulare care duc la ` 
o persistentá a modificărilor serice ale proteinelor de fază acută. Totuși 
unele colagenoze (lupus eritematos sistemic, sclerodermia, dermatomiozita) 
sînt asociate cu mici creșteri ale CRP. Urmărirea nivelelor serice ale CRP 
in lupus este însă deosebit de utilă, sugerind o infecţie intercurenta care 
poate exacerba boala. ` i ; 

Existá încă multe stări patologice evoluind cu inflamatii cronice a 
căror extindere si evoluţie “spre o fază activă se corelează cu creşterea 
nivelului seric al CRP. Astfel, în reumatismul articular acut, poliartrita 
reumatoidă, boala Crohn, artrita cronică juvenilă, spondilita anchilo- 
zantă, sindromul Reiter, vasculite sistemice sau cutanate, sindromul Beh- 
çet, rectocolita hemoragică, concentrația serică a CRP este considerată un 
criteriu obiectiv de activitate a bolii. Este prezentă în lichidul de ascită, 
pleural, articular si cefalorahidian de natură inflamatoric. 


11.2.10. PROTEINA SERICA „A“ A AMILOIDULUI 


Proteina serică A a amiloidului (SAA) este o proteină de fază acuta 
cu greutate moleculară mică, de aproximativ 12.000 D, relativ recent des- 
coperită. Descoperirea originală s-a bazat pe izolarea ei din depozitele din 
amiloidoza secundară. Este compusă dintr-un singur lant polipeptidic cu 
76 aminoacizi și o mică heterogenicitate interspecie. Utilizind antiser fata 
de această proteină, a fost descoperită o variantă imunologică identică, în 
ser, denumită SAA‘ 

Respectiva proteină este sintetizată în ficat precum și la nivelul fi- 
broblastelor, plasmocitelor şi neutrofilului. Una din funcţiile biologice 
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este aceea de suprimare a răspunsului de sinteză a anticorpilor, prin al- 
terarea interactiunii limfocit T-macrofag. Determinári radioimunologice 
au evidentiat nivele crescute ale SAA la pacientii cu amiloidozá secun- 
dará, spre deosebire de amiloidoza familiala in care se constatá valori 
normale. Determinarea ei ca marker al amiloidozei este de micá impor- 
tanta. Pe de altă parte, nivelele mult crescute au fost detectate in sar- 
ciná si in unele boli inflamatorii acute. Nivele crescute au fost raportate 
in poliartrita reumatoidá, lupusul eritematos sistemic, mielomul multiplu, 
limfoame si in unele forme de cancer (indeosebi in cancerul pulmonar). 
Scade după chimioterapie si creşte la o noua reactivare a procesului: tu- 
moral. În lichidul sinovial din poliartrita reumatoidă prezintă nivele com- 
parabile cu cele serice; în lichidele sinoviale septice nivelele SAA sint 
mult mai mari decit cele din poliartrita reumatoidă. | 


1.2.11. PROTEINELE SISTEMULUI COMPLEMENT 


IL2.11.1. STRUCTURA SI MECANISMELE DE ACTIVARE ALE SISTEMULUI 
COMPLEMENT 


Proteinele sistemului complement aparţin unui grup de proteine plas- 
matice organizate în sisteme, denumite „de activare enzimatică în cas- 
cadă“ in care sînt incluse proteinele coagulárii, fibrinolizei și sistemului 
generator al kininelor. 


Componentele acestor sisteme enzimatice circulă într-o formă inac- 
tivă, de proenzime, activarea lor facindu-se în lant, cel mai frecvent 
prin mecanism proteolitic succesiv. Sînt sisteme enzimatice deosebit de 
utile organismului deoarece prin mecanismele lor efectoare si prin mul- 
tiplele căi reglatoare permit un răspuns rapid și adecvat la stimulii acti- 
vatori (59). DEE ! 

Sistemul complement, cuprinzind 19 proteine serice, are un rol im- 
portant in mecanismele de apárare ale organismului, fiind direct impli- 
cat in liza celulará, chemotaxie, opsonizare, imunoaderénta, fagocitoză 


si anafilaxie (5). Principalele caracteristici ale proteinelor sistemului com- 
plement sint redate in tabelul 2.6. 
Activarea sistemului complement survine in trei stadii succesive: ` 
a. Generarea C3-convertazei; 
b. Clivarea C3; 
c. Asamblarea componentelor litice terminale (figura 2.9). 
= area C3zconvertazei. Acest proces poate fi declansat pe doua 
cái distinc asicá si calea alternativá, implicind modalitati di- 
verse de activare si componente proteice distincte. Activarea imunologica 
a căii clasice. se face prin complexele imune sau agregatele moleculare 


continind IgM sau subclase dec]; G (IgG 1,, IgG 3); IgA, IgD si IgE nu par- 
ticipă la formarea de complexe imune cu rol în. activarea complementu- 
lui. În mecanismul activării pe calea clasică, Clq) care are formă discoi- 
dală, electronomicroscopic fiind asemănător îmuii buchet cu șase lalele, 
interacționează, prin cele şase situsuri de combinare, cu regiunea CH, a - 


imunoglobulinelor si în prezenţa ionilor de Ca2t,| scindează componen- 
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"Prinelpalele caracteristici ‘ale proteinelor sistemului complement |. 


Proteina i 


Å — | gemenge | 


3,1 | 


C4 ` 


Cay: 


— — .|—— —Ó——— A pene 


SN éd 
ao E, ALTE TO ti el peta o 


Neg; 


————— | ——— 


“Mobilitate 
electrofo- ` 
. reticá 


© Greutate. |Concentratie | Fragment | 


moleculară | serică mg/dl | de clivare 


ER 
410000 


i 85000 ] 3 


85000. ` 
117000 


95000 - 


. 25000. 
200000 


130000. | -— 


i cs 


120000 
155000. 


200000 ` 


185000 ` .|^ 


10. 


90 


ET 


. 8,5 


LB 


5. 


Cp ^ 


Cis 


C2a, C2b 
++ | C2a face parte din 


"C4a, C4b, ' 
| Cde; C4d- 


'C3a, C3b, 
C3bi, C3c,. 
C3d . 


Ba, Bb: 


C5a, C5b 


Functii 


(6 


Recunoaşterea . ` 
activatorilor căii 
clasice 


Clivarea -Cls,. | 
dupá legarea Co 
la un activator 


„| Cliveazá C4 si C2 


Tabelul .2:6 


| 


x 
x 
x 


Substrat al Cls: 


complexul C4b2a 
cu rol in clivarea 
C3 si C5 


"Substrat al Cis; 
C4b se fixează’ 
la nivelul celulei 


| fintá: formînd - 


C4b2a 


Substrat al Bon 
vertazei clasice 
si. alternative ; 


| C3a-anafilatoxinX; | 


C3b impreună cu 
B formează C3bB ; 
C3bi ligand al re- 
ceptorului  CR3, 
C3d ligand al re- 
‘ceptorului CR2 


Formează C3bB ; 
Bb in complexul 
C3bBb ` cliveazá 
C3 şi C5 


Clivează B 


Substrat al 


.| C5-convertazei 


clasice si alter- 
native, C5a ana- 


'filatoxiná, C5b 


leagá C6 


| Legare de C5 ` 


Formeazá C5b-7 r 


-.'— . | Seleagá de C5b-7 ` 


Tabelul 2.6; (continuare) 


C9 E 79600 8 — Mai multe molecule de 
C9 se leagá formind 
complexul C5b-9 


—— — — fe E 
- —M— | —M—— 


CI-Inh " 105000 18 E: Imhibă activarea 
| | C1 
| C4bp 8 1,2—1,5x 10 25 AT Disociază C4b2a 
VEH gl 150000 50 — Disociază C3bBb 
e I ` 90000 34 ë LS Cliveazá C3b 
f si C4b 
Proteina $ inter « 84000 50 — Se leagá de C5b-7 


in faza fluidă fácind 
complexul C5b-9 
citolitic inactiv 


o | ————— | — emmer eege 


ID Y 220000 “29 — Stabilizarea com- 
plexului C3bBb 


UE gn A ONES E LL LA — e — CC CC—— 


(figura 2.9). Atit C4b, prins de membrana celulará, 
v 


My, eliberind un peptid de 74.000 D şi alcătuind complexul! 


numit convertaza C3 a căii Clasice. Există posibilitatea activării căi cla- 
sice si reimunologic, prin interacţiunea Clq cu glicozaminoglicanii, he- 
parina, protamina, ADN sau prin acţiunea unor enzime ca tripsina, plas- 
mina, catepsina G. leucocitará, dir 
(15). Reglarea acestui prim stadiu 
intermediul unor inhibitori:. Cl inhibitor, glicoproteina care se cuplează 
stoichiometric cu Clr şi Cls blocind acţiunea lor asupra componentei C4; 
C4bp (C4 binding protein) care accelereaza disocierea spontaná a com- 
plexului C4b2a; factorul 1, care, sub influenta C4b2a cliveazá fragmentul 
C4b in subfractiuni, C4c si C4d (tabelul 2.6) (43). 
Activarea căii alternative se face prin intermediul polizaharidelor din 


peretele celular, endotoxine. gram-negative, veninul de cobrá, IgA, fac- 
toral mofWitió sí al unor paraziți (tripanosoma, schizostoma). Alti activa- 
tori “ai eaii alternative sint reprezentaţi de membranele de hemodializă, 
cristalele de colesterol si celulele transformate în urma infecţiei cu un 
virus. Toti aceşti activatori oferă o așa-numită „suprafaţă. activatoare” 
care, prin „caracteristicile ei biochimice, permite componentelor căii “al- 


— F 


ternative să interacționeze pentru formarea C3-convertazei fără a fi in- 
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hibate de proteinele. de control, factorii H si I (44, 60). C3b, indiferent 
cum este produs, dar putind proveni din clivarea unor mici cantitáti de 
C3, care are loc în plasma normalá, se leagá de suprafata activatoare, apoi 
formeazá un complex cu factorul B in prezenta ionilor de Mg?*.. Com- 


plexul C3bB are o slabá actiune enzimaticá pina cind factorul D (prezent 


intotdeauna in forma activa in ser) cliveazá o parte din molecula facto- 
rului B din complex, generindu-se astfel complexul C3bBb,.cu.o mare 
capacitate de a cliva C3 si de a genera noi molecule de C3b care sa 
reactioneze, in continuare, cu noi molecule de factor B (44). 

Interacțiunea C3b cu factorul B este foarte asemănătoare interac- 
tiunii C4 cu C2, existind şi o mare asemánare moleculará intre C3 si C4, 
respectiv C2 si factorul B. Activitatea enzimaticá a complexului C35Bb 
este mult crescutá in urma stabilizárii acestuia de properdina (P) care 
ii creste durata dé viata si este inhibata de proteina H a cárei functie 
este de a accelera disocierea complexului C3bBb, chiar dacá este stabi- 
lizat de properdinà. Factorul H actioneazá si ca un cofactor in feno- 
menul de clivare proteolitica a C3bBb de catre factorul I. 


b. Clivarea C3. Acest proces este, din punct de vedere cantitativ, 
evenimentul major in activarea complementului. Dupa indepartarea de la 
capátul N-terminal din molecula sa a unui fragment de 9000 D, fragmen- 
tul C3a cu important rol chemotactic si anafilactic, rezultá fragmentul 


C3b care posedá o mare capacitate de legare hidrofobà cu suprafata acti- 
vatoare dar si o mare instabilitate, inactivindu-se in citeva milisecunde. 
Daca C3b activat nu se leagá de suprafata, devine C3b inactiv si este 
in continuare clivat in faza fluidá in C3e si C3d (figura 2.10). (49). C3b_ 
activat, fixat de membraná lingá locul de legare a C3-convertazei (C4b2a, 
C3bBb), modificá actiunea acestela spre componentul C5 pe care il cli- 


— ia 


vează in C5a (GM: 15000 D) si C5b care se leagă puternic la suprafaţă 
membranei celulare, Ca si 3a, C5à are proprietăţi. chemotactice si ana- 
filactice. — s 

c. Asamblarea componentelor litice terminale. Asamblarea compo- 
nentelor terminale se realizeazá prin intermediul C5b care exercita, pen- 


tru o scurtá perioadá, capacitatea de a reactiona stoichiometric cu C6 si M 


respectiv cu C7 formind complexul C5b67 care este ancorat in membrana 
(5). Legarea unei molecule de C8 si a mai multor molecule de C9 la 
complexul C5b-7 permite insertia lui completa cu formarea unui canal 
| transmembranar ce poate duce la liza celulara prin alterarea schimburilor 
de apa si ioni (soc osmotic). În cursul asamblării lor, componentele Cob — 
C9 expun determinanti neoantigenici, apáruti ca rezultat al unor modi- 
ficári conformationale ale proteinelor din complex, neoantigenele permi- 
tind diferentierea complexului C5b-9 de proteinele individuale care il 
compun (5). Prezenta neoantigenelor complexului C5b-9 in țesuturi este ` 
un argument clar al activarii in situ a sistemului complement, cu medie- 
rea leziunii tisulare si a procesului inflamator local (5, 61, 62, 75, 90). 
Desi functia liticá a complementului este efectivă in cazul apărării or- 
ganismului față de o gamă largă de bacterii, unele virusuri, unii para- 
ziti, există si agenti patogeni care sint rezistenți la acest tip de apărare . 
(60). Totusi, prin medierea procesului inflamator, respectiv prin efectul 
chemotactic al fragmentelor C3a, C4a, C5a, asupra celulelor imune efec- 
toare, sistemul complement isi completează posibilităţile de intervenţie 
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“în fenomenele de apărâre. Celulele nucleate sint mai rezistente la liza in- 
dusá de complement, ele avind posibilitatea de a ingloba prin fagocitoza 
regiunile “membranare afectate de complexele C5b-9 care suferă apoi 
un proces de digestie intracitoplasmatica (5). 


Dacă asamblarea complexului C5b-9 se face în faza fluidă, com- 
plexul este blocat de proteina S care, prin generarea complexului. SC5b- gr 
anihiléaza posibilitățile citolitice ale complementului. Desi lipsit de efecte 
citolitice, complexul SC5b-9 exercită un rol in promovarea procesului 
inflamator. 

Proteina S. Proteina S a sistemului complement (diferită de proteina 
S a coagiilării are o migrare electroforetică inter-a, o greutate molecu- 
lara de 84.000 si o concentraţie serică de 20—40 mg/dl. Este sintetizatá 
in hepatocite si fibroblaste. Pe lingă funcţia de blocare a complexului 
C5b-9, interacționează cu antitrombina III, protejind trombina de actiu- 
nea acesteia. Studii de clonare moleculară au demonstrat icentitatea pro- 
teinei S cu ‘vitronectina, proteină descrisă ca o componentă a matricei 
solubile de tesut conjunctiv, asemănătoare fibronectinei, aflată in maio- 
ritatea organelor si favorizind aderarea celulelor la membranele ba- 

zale (37). 

Factori membranari care inhibă ERED ARM complement. 
Celule umane prezinta in structura membranelor glicoproteine . de su- 
D cu TEN de aote față de -activarea compiementului omolog. 

ne. garacterizate si individualizate: face 
(HRF). DAF acţionează asupra C2a si Bb si le disociazá de C4b si C3b 
respectiv, prevenind astfel asamblarea convertazelor C3 si C5. HHF 
leagá factorii C8 si C9 ai sistemului complement prevenind formarea com- 
plexului C5b-8 si polimerizarea C9. Acesti factori sint absenti in mem- 
brana eritrocitelor bolnavilor cu hemoglobinurie paroxisticá nocturna, de- 
terminind o “sensibilitate crescută la lizá a er itrocitelor la complementul 
autolog. E nëtt T7 


11.2.11:2: IMPEICA TUI PATOGENETICE ALE ACTIVĂRII 
SISTEMULUI COMPLEMENT © 


Studiul activárii sistemului complement este util in intelegerea me- 
canismelor patogenetice ale unor afectiuni, putind fi utilizat in diagnos- 
ticul si urmárirea evolutiei unor boli. In general, notiunile privind rolul 
complementului in patogeneza bolilor a derivat, in cea mai mare parte, 
din examinarea nivelului seric al diferitelor componente (tabelul 2.7.) 
sau din activitatea globală exprimată prin CHs9 (complement hemolitic 
total 5009/5). Aceste determinári statice trebuie interpretate ca un rezultat 
al sintezei și catabolismului, în contextul patogenetic al fiecărei afec- 
tiuni.. 

Nivele scazute ale complementului seric total sint intilnite la pa- 
cienti.cu defecte genetice de sinteză, colagenoze, glomerulopatii, boli he- 
patice severe sau tulburári de nutritie. Cele mai comune cresteri ale 
nivelului .seric al copla se intilnesc in procese inflamatorii 
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Tabelul 2.7 


„Nivelul seric al componentelor complementulul in diierite boli 


Boala CH50 | Clq C2 | C4 kret B |SC5b-9 
Colagenoze - gi eg wë 
Lupus eritematos | J NI LUCR lke Nt | NI N] Nt 
“sistemic i : : ; , isis A 
Crioglobulinemie cu. ll im NI l NI t N N — 
vasculitá ` : . ; ! 
Poliartritá . | NO NYE US CER e oot Nw. N t 
reumatoidă severă ` ` 
Miozitá, sclerodermie, — | Nf Nt Nt Nt Nt t Nt Nt Nt 
poliartrită, formă . : an" : 
moderatá, periarteritá 
nodoasá, spondiliti ` 
anchilozantá 
Boli renale F "2 ) 
Glomerulonefritá post-. 1 ma | l L l 1 N| NI — 
streptococicá acutá Eu 
Glomerulonefrita mem- | N N N N l t | pi: Nt 
branoproliferativa ó ; ` i 
Glomerulonefrite cro- ` N N — pd N N MII N UN Nî 
nice, sindromul : | : I H 
Goodpasture j 
Boli hepatice | ; i 
Hepatita cronică activă NII N N NI SE: A N UN f 
Ciroza hepaticá AND NL | NI y be AM N Nt t 
Cirozá biliarš primitiva MN L N. [Md Ak N 1 N — 
Septicemia lI ON LEN OON. i t Pi. N 


acute si infecţii (8, 60). Concentratii crescute au mai fost intilnite în unele 
boli hepatice active, după intervenţii chirurgicale, infarct miocardic acut, 
cancere, diabet zaharat, sarcină, poliartrită reumatoidă, reumatism poliar- 
ticular acut, febră tifoidă, spondilită anchilozanta, sclerodermie (57, 81). 
Totuşi interesul major este centrat astăzi pe nivelele scăzute ale com- 
ponentelor de complement, îndeosebi cele asociate unor concentrații cres- 
cute de complexe imune circulante şi unde scăderea s-ar datora unor me- 
canisme patogenetice de activare si consum. Intre aceste boli sînt incluse 
lupusul eritematos sistemic, glomerulonefritele cu patogeneză imună, 
vasculitele, poliartrita reumatoidă, endocarditele bacteriene, malaria, he- 
patita virală acută, crioglobulinemia şi rejetul de grefa. | 

Lupusul eritematos sistemic (LES) este considerat un prototip al bo- 
lilor mediate prin complexe imune. Unele tipuri de complexe imune cir- 
culante sau depuse in tesuturi precum si unele complexe imune formate 
in situ activează complementul care mediazá leziunile tisulare şi între- 
tine un răspuns inflamator cronic cu valenţe: degenerative asupra func- 
tici şi structurii organelor in care evenimentele mediate imunologic au 
loc. În LES au fost constatate astfel nivele scăzute circulante ale Cl, 
C4, C2, C3, C5, sugerind activarea căii clasice prin intermediul complexc- 
lor imune.. Nivelele scăzute ale properdinei sau factorului B, raportate 
de. unele studii, au fost interpretate ca o activare şi un consum al căii 
alternative asociată. fenomenelor generale de activare. Totodată a fost 
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Fig. 2.1. Aspectul imuno- | pesto Ni i P^ mu 

electroforetic al serului nor- | "^ anti Alb. we eM IA Tr. I Lei IgG anti 

mal (Alb=albuminá, aen Kä i 

= a -macroglobulina, Tr= 
= transferina). 


Fig. 2.2. Aspectul unei imunodifuzii radiale 
Mancini pentru determinarea IgA serice: 


4 19 á . 
mu A aat 


D 


Fig. 2.3. Electroimunodifuzie 
Laurell pentru determinarea 
antigenului factorului von 
Willebrand (vWAg). Primele 
trei ,rachete" sint date de 
un amestec de plasme normale, 
nediluat (1), diluat 1/2 (2) si 
in dilutie de 1/4 (3). De notat 
sensibilitatea metodei care 
este in másurá a detecta con- 
centratii minime de vWAg (va- 
lori normale 1—2 mg/dl). 


Fig. 2.11. Depozite fluorescente de C5b—9 la nivelul glomerulului dispuse mezangial şi de-a lungul 
anselor precum şi a arteriolei aferente într-un caz de glomerulonefritá: mezangioproliferativă (imunofluo- 
rescentá indirectă, x250) ^ 


Fig. 2.12. Depozite fluorescente de C5b—9 la nivelul glomerulului, tuburilor si arteriolei aferente intr-un 
| caz de glomerulonefrită acută poststreptococicd (imunofluorescentá indirectá, x250) 


Fig. 2.13. Electroimunodifuzie in dublu strat 
(„Double decker”) pentru determinarea C3d. 
Primul strat de agarozá contine inglobat anti- 
ser anti-C3c, care epuizeazá acest antigen din 
molecula de C3. Al doilea strat contine antiser 
anti-C3d, rachetele obfinute fiind proportionale 
cu cantitatea de C3d din plasma recoltatá pe 
. EDTA. 


Fig. 2.14. Activarea complementului in contact cu membrana de hemodializă in vitro demonstrată prin 
electroforeza bidimensională: A. ser normal înainte de incubare; B. ser dupá 30 min de la incubarea cu 
membrana de hemodializă (se observă clivarea C3, cu apariţia unui fragment cu migrare mai rapidă C3c). 


Fig. 2.17. Aspectul proteinogramei in agarozá din: A. ser normal (a), cu proliferare policlonalá a gamaglo 
bulinelor (b) si cu proliferare monoclonală a gamaglobulinelor (c); B. într-un caz de mielom multiplu fă 
paraproteiná in ser (a), dar cu aceasta prezentá in uriná (b). i 


hirtie in evoluție intr-un caz de plasmocitom solitar, inițial fără pat 
-cursul evoluţiei, a unui aspect tipic „in pisc" (y-4,7 gl 


4 Fig. 2.18. Aspectul proteinogramei pe 
"proteină evidentă in ser (y-2,5 g/dl) şi cu apariția, in: cur 


semnalată si o scădere a sintezei de C3 la aceşti bolnavi. Nivelele cres- 
cute ale complexului SC5b-9 în circulaţie, la pacienții cu LES activ, 
considerat un index mai fidel de monitorizare a bolii decit scăderea C3, 
C4 si CH5O, precum si prezenţa depozitelor de C5b-9 evidenţiate în ri- 
nichii sau dermul acestor pacienţi atestă implicarea efectivă a activării 
complementului în patogeneza bolii (31, 75, 80). 
Studiile de imunofluorescenta au demonstrat depozitarea fractiu- 
nilor de complement la nivel glomerular in majoritatea glomerulonefri- 
telor (figurile 2.11 si 2.12). Ele pot fi asociate cu depozite de imunoglobu- 
line sugerind activarea prin complexe imune (glomerulonefrita lupicá, 
glomerulonefrita poststreptococicá etc.) sau in absenta  componentelor 
C1—C4 dar cu depozite de C3 si IgA (nefropatia cu IgA — boala Ber- 
ger). In general, nu existà o buna corelatie intre depozitele de C3 la 
nivel glomerular si scáderea concentratiei acestuia in ser. Desi majorita- 
tea glomerulonefritelor au depozite glomerulare de C3, doar puţine sint 
Hhipocomplementemice. Astfel in glomerulonefrita lupica, post-streptoco- 
cică, cea din cadrul endocarditei bacteriene, a crioglobulinemiei esentiale si 
i nefrita de sunt (60) existá o clara hipocomplementemie datorata acti- 
sarii căii clasice de către complexele imune circulante. Un caz special îl 
reprezintă glomerulonefrita membranoproliferativă, în cazul căreia activa- 
-rea complementului se face pe calea alternativă prin intermediul aşa-nu- 
Ev itului factor nefritic (C3NeF), un autoanticorp de clasă IgG care se 
leagá de complexul C3bBb pe care il protejeazá astfel de actiunea inhibi- 
torilor, mentinind calea alternativà intr-o stare de continuá activare. 


Chiar dacá valorile serice ale C3 sint in limite normale, evidentierea 
activarii complementului in glomerulopatii se poate face urmárind con- 
centratia sericá a produsilor de degradare a C3: C3d (figura 2.13) sau a 
complexului SC5b-9. Y 

in cursul hemodializei cronice, au fost raportate fenomene generate 
de activarea sistemului complement in contact cu membrana de hemo- 
dializá (cuprophan, policarbonati) (figura 2.14), fenomene constind in leu- 
costazie pulmonará cu agregarea si degranularea granulocitelor, cu.eli- 
berarea de radicali superoxizi si aparitia unor fenomene de tip alergic 
(spre exemplu astm bronsic), in cursul hemodializei si, mai tardiv, a sin- 
dromului de fibroză-calcinoză pulmonară. | | Aeon Pr 

in poliartrita reumatoida a fost demonstrată activarea complementu- , 
lui prin evidenţierea creşterii fragmentelor C3a, C3d si a complexului 
SC5b-9 în plasmă şi în lichidul sinovial (57). 

În vasculitele cu patogeneză prin complexe imune, mecanismul acti- 
vării complementului este asemănător celui descris în cazul LES; com- . 
plexele antigen-anticorp, care nu sînt reținute rapid în sistemul reticu- : 
lohistiocitar, sînt depozitate în peretele vascular unde activează comple- ; 
mentul si duc Ja leziune tisulară cu chemotaxia limfocitelor si monocite- 
lor. Un asifel de mecanism este prezent in vasculita sistemică necroti- 
zantă, periarterita nodoasă, vasculite hipersenzitive, purpura Henoch- 
Schónlein, crioglobulinemia mixtá. Un alt mecanism imunopatologic este , 
cel in care predominá ca. prim eveniment infiltratul cu limfocite activate 
de stimuli antigenici tisulari. Astfel de. stimuli elibereazá citokine care 
mediază infiltratul monocitar si distructia tisulară care, la rîndul ei, este ` 
întreţinută de activarea locală a sistemului complement (aşa sint granu- 
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lomatoza Wegener, arterita Takayasu, Horton, trombangeita Bürger, gra- 
nulomatoza limfoida) (80). | | . : 

in hepatitele virale acute si in cele cronice active se intilnesc valori 
crescute ale C3, C4 reactive la faza acutà a bolii. De notat cà un proces. 
cronic degenerativ hepatic, cu episoade de reactivare si distructie pa- 
renchimatoasá (indeosebi in hepatitele cronice AgHBs pozitive) evolueaza: 
cu valori serice ale C3 si C4 scàzute prin consum in conditiile unor va- 
lori crescute ale imunoglobulinelor serice si a altor proteine de fază 
acuta, ca si prezenței complexelor imune circulante. In ciroze, la consumul 
cauzat de activarea locală, se supraadaugá deficitul de sinteză hepatica 
a fractiunilor de complement, scáderea acestora fiind bine corelata 
cu aceea a colinesterazel sau fibronectinei (19, 89). 

Activarea locală a complementului a fost demonstrată în ateroscle- 
roză si în infarctul miocardic acut prin evidenţierea unor depozite de 
C5b-9 în regiunile arteriale cu leziuni aterosclerotice, precum $i in ariile 
miocardice infarctate (75, 88). . | 


Deficitul genetic al componentelor de complement poate fi clasificat in deficit homozigot 
heterozigot si disfunctia protcinei sau alotipic. Persoanele cu deficit homozigot al componente- 
lor din calea clasică au, in g neral, lipsa activităţii CH50 („complement hemolitic total”, teh- 
nică ce apreciază activitat: a funcţională globală a căii clasice) şi absența completă a unei frac- 
tiuni a sistemului co:npl :mcnt ; cele cu deficit hetero igot au o activitate CH50 de aproximativ 
1/2 din valoarea normală si sib 1/2 din concentrația compon ntului deficitar. Incidenta defi- 
-citelor homozigote este foarte mică (1/10000), însă a color hctero igote este mai mare (1%). 
Majoritatea sint autosoma! dominante, cu frecvenfá cgală Ja ambele sexe (71). Peste 2/3 din 
deficitele homozigote sint asociate cu co'agenoze, glomeruloncirite, vasculite. Alte deficite sint 
asociate cu infectii recurente, indcosebi cu Neisseria (tabelul 2.8). Este greu de semnalat defi- 
citul unui component al complementului in contextul asocierii acestuia cu boli mediate imuno- 
logic, demonstrarea deficitului trebuind sá fie făcută în perioadele de remisiuno a tolii. Defici- 
tele homozigote de C2 5i Cl-inhibitor sint cel mai des intilnite. Deficitcle de C2 și C4 sint frec- 
vent asociate cu LES. ' i 

Deficitul de Cl-inhibitor, partial sau total, conduce la o activare în exces a căii clasice dar 
şi a sistemului kininoformator, şi in mai mică măsură a coagulării si fibrinolizei, alcătuind ta- 
bloul clinic al edemului angioneurotic; edeme apărute spontan, îndeosebi la membrele inferi- 
oare, la nivelul feţei, pleoapelor, debutate brusc în condiţii de efort fizic, traumatisme, infecții; 
edemele apar încă din copilărie în episoade repetate, la perioade variabile de timp. Pacien$it 
nu au, în același timp, si erupții urticariene, asocierea acestora la edeme excluzind diagnosticul 
de deficit al Cl-inhibitorului. Puseele de acutizare a bolii sînt însoțite de astenie marcată, fa- 
tigabilitate, vomă, dureri abdominale pînă la crize de abdomen acut in absența febrei, a leuco- 
citozei sau a apărării musculare abdominale. Edemul laringian este cua mai severă complica- 
tie a bolii si cauzá majorá de mortalitate la aceşti pacienți. Din punct de vedere biologic pacien- 
fii prezintá nivele crescute ale Cl cu valori scizute prin consum a C3, C4 si eventual C2. Nive- 
lul Cl-inhibitor in ser este mult scázut sau abscnt. Totusi la 20% din cazuri, nivelul proteine 
Cl-inhibitor în ser este normal sau chiar crescut însă funcționalitatea lui este deficitară. Au fost 
descrise si cazuri de deficit al Cl-inhibitor cîştigat, in afecțiuni ca: limfosarcom tip D, cuceznie 
limfocitará cronicá, macroglobulinemie Waldenstróm, mielom multiplu si crioglobulinemia 
esentialá. tis 

Tratamentul deficitului de Cl-inhibitor se poate face utilizind fie inhibitori ai proteazelor 
de tipul e-aminocaproic (8— 10 g/zi), in minimum două doze, sau ai acidului tranexamic (Cycloca- 
pron, 1-6 g), fie utilizind in curá cronicá terapia cu androgeni de sintezá de tipul testosteronului 
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Tabelul 2.8 


Deficite genetice ale componentelor sistemului complement 


Component Lë Boala direct asociată 


Calea clasică 


Clq | LES, GN 
Cir | LES, GN, infecţii 
Clr si Cls infectii, LES j 
(O7 | LES, infecţii, GN . 
pu ) | LES, infecţii, diferite afecţiuni mediate 


imunologic, clinic sănătoși 


Calea alternativă 
03, Pi infectii, GN 


eee ee AAA  PMEUÓ = 


CH ! Q TE: infectii 

Dai infecții 
Calea efectoare ter ig is ) 

C5 infectii (Neisseria), boala Leiner 
C6 j infectii (Neisseria), 

07 infecfii (Neisseria), GN 

C8 à infectii (Neisseria), Xeroderme, 

clinic sănătoşi 

Co infecții (Neisseria), clinic sănătoși 
Inhibitori: 

Cl-inhibitor -Edem angioneurotic 

T infectii 

H Sindrom hemolitic uremic, liate 

` sănătoşi . 


Receptori pentru complement 
CRI e LES 


LES: lupus eritematos sistemic 
GN: glomerulonefrite 


(Danazol 600 mg/zi, Stanazol, 30 mg/zi) care au efecte reduse masculinizante, dar induc sin- 
teza proteicá de Cl-inhibitor la nivelul hepatic (81). 

Deficitul homozigot de C4, recunoscut la peste 8 familii, este asociat cu LES. Deficitul 
heterozigot este insá greu de diagnosticat utilizind determinarea nivelului circulant al C4 an- 
tigen deoarece există o mare varietate de forme alotipice, cu funcționalitate redusă. 

Deficitul homozigot de C2 a fost descris la peste 60 de familii, cel heterozigot la un nuniár 
mult mai mare. Peste 50% din indivizii cu deficit homozigot de C2 au LES sau sindroame ,,lu- 
pus-like” ; majoritatea pacienților prezintă manifestări clinice tegumentare şi articulare dar 
mult mai puțin frecvent manifestări renale, fapt care ar putea fi explicat prin prevenirea in- 
stalării plomerulonefritei mediate de complexele imune in absența C2. Un număr mare al acestor 
pacienți nu au anticorpi antinucleari sau, atunci cînd sint prezenţi, ei prezintă titruri foarte scă- 
zute, facind dificil diagnosticul de LES. Frecvența deficitului heterozigot de C2 (care este rela- 
tiv uşor de stabilit) este de 6%, între pacienţii cu LES, de 3%, la pacienţii cu artrită reumatoi- 
dă juvenilă dar numai de 1% la pacienţii cu poliartrită reumatoidă. Din punct de vedere clinic 
nu au fost stabilite diferenţe între pacienţii cu LES cu sau fără deficit heterozigot, exceptind 
tendința menţionată de a prezenta titruri mai scăzute sau absența anticorpilor antinucleari, 
Infectiile nu sint considerate o problemá majorá la familiile cu deficit de C2. 
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112.12. IMUNOGLOBULINELE - 


. A Imunoglobulinele (Ig) cuprind o grupă de glicoproteine larg ráspin- 
dite la vertebrate, distribuite in spatiile intra- si extravasculare precum si 
in secretii. Ig sint dotate cu deosebite functii in apárarea organismului, 
fiind direct implicate in: legarea specificá a antigenului (proteine straine 
organismului, „non-self“), activarea sistemului complement, promovarea 
răspunsului inflamator şi modularea răspunsului imun prin interacţiunea 
cu receptorii celulelor imunoefectoare. Totodată, prin promovarea. fagoci- 


 tozei si prin blocarea antigenelor ‘in complexe imune, se asigură înde- 


părtarea si distructia acestor antigene prin fenomenul de clearence an- 
tigenic. . i-a ra ges dara 3. Ék i 

Asocierea activității anticorpilor cu fracțiunea gamaglobulinică obti- 
nută prin electroforeza serului a fost demonstrată încă din. 1939 cînd 
Kabat, lucrînd în laboratoarele lui Tiselius, a observat că serul iepurilor 
hiperimunizati cu ovalbumină conține o fracțiune gamaglobulinică mult 


| mai mare decît a iepurilor de control; atunci cînd serul hiperimun a fost 


amestecat cu ovalbumina (antigenul), a apărut un precipitat, iar electro- 
foreza din supernatant a relevat o scădere semnificativă a fracțiunii gama- 
Concluziile lui Kabat si Tiselius se reflectă în utilizarea sinonimă a ter- 
menilor de gamaglobuline si imunoglobuline, chiar dacă unele din Ig sint 


„prezente si în alte fracțiuni electroforetice (55). 


11.2.12,1. CLASIFICAREA SI STRUCTURA IMUNOGLOBULINELOR 


Există descrise cinci clase de Ig: IgG, IgA, IgM, IgD si IgE, cla- 
sificarea lor fiind fácutá in functie de structura lor moleculara. | 

Porter si Edelman au elucidat bazele moleculare ale structurii Ig. 
Schematic, structura unei imunoglobuline prezintá, la un capát, doua si- 
tusuri de legare a antigenului, celălalt capăt al moleculei avînd alte funcţii 
biologice ca: activarea complementului, atasarea la suprafaţa celulelor, 
pasajul transplacentar etc. (figura 2.15). Unitatea de bază a unei Ig are o 
greutate moleculară de 150.000 D şi este compusă din patru lanţuri poli- 
peptidice: 2 lanţuri identice „uşoare“ (L) (GM; 22.000 D, 224 aminoacizi) 
si 2 lanţuri identice „grele“ (H) (GM; 50.000—70.000 D, 446 aminoacizi) 
legate între ele prin punti disulfidice. Lanturile uşoare sint de două tipuri: 
kappa (k) si lambda (A), prezente la toate clasele de imunoglobuline, fie- 
care moleculă de Ig posedind fie 2 lanţuri k fie 2 lanțuri A. Lanturile, 


| grele sînt de 5 tipuri, corespunzind celor 5 clase, fiind desemnate cu lite- 


re; y, pentru IgG, a, (IgA), u (IgM), 9, (IED), e (IgE). 

Lanturile grele sint unice in structura unei clase, astfel cá formula 
moleculară a IgG poate fi y2K2 sau yz, a unei IgA cooks, agh etc. Cele 
două tipuri de lanţuri ușoare si cele cinci de lanţuri grele diferă între 
ele prin structura primară a aminoacizilor. Regiunea medie a moleculei 
este susceptibilă acţiunii enzimatice; papaina clivează molecula imediat la 
stînga legăturii disulfidice dintre lanţurile grele în 3 fragmente aproxi- 
mativ egale; două dintre aceste fragmente poartă situsurile de combinare 
antigenice (Fab fragmente, „antigen binding") si al'treilea fragment, care 


este cristalizabil, (Fc), are rol in interactiunea cu sistemul complement si 
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Lant greu 


Lant uşor 


| Regiune 
hipervariabile 


Legarea (iq 
Carbohidrat - 


Legarea monocitului 


—F 


Fig. 2.15. Schema structurii unei imunoglobuline 


in legarea de celule. Pepsina cliveazá molecula imediat la dreapta legaturii 
disulfhidrice dintre lanturile grele, rezultind un fragment mai mare, cu 
ambele situsuri de combinare (Fab), si mai multe fragmente mici deri- 
vate din portiunea Fc (figura 2.15, tabelul 2.9). | | | 

Atit lanturile grele cit si cele usoare. posedá regiuni cu secventa a 
aminoacizilor variabilă (V) si constantă (C). Regiunile V au aceeaşi lun- 


Tabelul 2.9 


"e 


Principalele proprletăţi fizico-chimice și biologice ale claselor de imunoglobuline 


Lanţul Molecula întreagă (H;L;), Concentratie serică 


greu Tran zii 

sfer | Ve 

Clasa GM Coefi- Valenfa Carbo- la- | “om- 
GM RE cient QN ieu 1. e mg/dl UI/ml j|centar Urn 

menii re a anti-| drati B “| ment 


sedimentare genelor | (94) 


IgG y| 50000| 4 |150000 78 [1 2 3 1200 150 
(800— 1800) | (90— 250) 

IgA a| 55000] 4 |300000| 11S | 2 4 7,5 200 145 
(115—300) |(70—210) 

IgM p| 70000| 5 |900000| 19S | 5 5 12 150 ign 
(60—230) | (75—290) 
IgD 5| 65000] 4 |180000| 7S | 1 2 12 0,3—30 1— 200 
2 12 0,01—1 5— 500 


IgE e| 65000| 5 |190000| 8S 1 
am eee 
IgG : 100 Ul/mi = 800 mg/dl 
IgA : 100 UT/ml = 140 mg/dl 
IgM : 100 UI/ml = 80 mg/dl 
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gime atit in lanturile.usoare (1/2 din lungime) cit si in lanturile grele (1/4 ` 
din lungime). Privind structura tridimensionalá a moleculei de Ig, lantu- 
rile grele si usoare sint compuse din regiuni globulare, denumite domenii, 
fiecare lungi de 110 aminoacizi; lanturile usoare constau intr-un domeniu 
variabil (V) si un domeniu constant (Cr, ); lanturile grele constau intr-un 
singur domeniu variabil (V. n) Si trei domenii constante (C ul, Cru 2, Cr 3), 
exceptind lanţurile u și e care au o a patra regiune constantă (Cx). Re- 
giunile V (de pe lanturile. H sau L) contin fragmente proteice cu un grad 
deosebit de .accentuat de variabilitate, denumite regiuni hipervariabile, 
care sint responsabile de specificitatea regiunii de légar 
en. Regiunile Vu ale lant ste contin patru iar cele Vr, ale lan- 
turilor usoare contin irei regiuni hipervariabile. Existenta regiunilor con- 
stante ca si a celor hipervariabile; care constitute baza materialá a marii 
dive ersitati a anticorpilor, a fost demonstrata prin studii de imunogenetica. 
Astfel Dreyer ai Bennett, contrar consideratiei axiomatice a biologiei mole- 
culare „o genă — o pr oteiná*, propun teoria sintezei codificate separat a 
iferitelor regiuni C si V din molecu. a Ig. Gencle separate pe trei cromozomi 
diferiti se e prin recombinare i ul maturării limfocitului B, con- 
stituind trei grupe separate de cod ficăre: grupul k pentru sinteza lanțului 


ușor k; (Vx si Cy); grupul (Va. si CA) si un grup de sintezá a lantului greu 


(V z. Cy, Cu, Ca, Cò, Ce). Desi in cursul transcriptiei si translatiei genetice 


'cele trei grupe de gene nu isi amestecá informatia, existá posibilitatea asa- 


numitei „mutaţi atice", constind-în-combinaţii genetice ale regiunilor 


codificind zonele hipervariabile, combinatii care, in peste 1200 variante 
‘pentru fiecare lant uşor, asigură marea variabilitate : JMU- 


noglobuline şi posibili 
varietate de antigene (55). 
“IgG sint sintetizate de plasmocitele din máduva hematoformatoare. In 


E ce IgE si IgD sint, in mare majoritate, aderente la supr afata unor 
celule imune efectoare, IgG, IgA si IgM sint-doar in micá másurá legate 
de celule, majoritatea fiind distribuite liber in spatiile intra- si extravas- 
culare sau in secretii. Timpul de înjumătățire în circulaţie, specific fiecărei 


clase $i dependent de concentraţie, este în medie de 20 de zile pentru 


IgG, 6 zile pentru IgA si 5 zile pentru IgM iar 2 zile pentru IgE. Meta- 


bolizarea lor este puţin cunoscută, unele clase (IgG, IgD) avind o marcata 


 susceptibilitate la acțiunea proteoliticá a unor enzime. Majoritatea Ig sint 
preluate prin pinocitoză în celulele endoteliale si cele fagocitare unde sînt 
degradate enzimatic. Lanturile uşoare ale IgG sînt mai degrabă filtrate la 


nivel glomerular avind o scurtă perioadă de înjumătățire in circula- 


tie (59). 


IgG este cea mai comună si mai răspîndită clasă de Ig, cuprinzind 
7595/4din cele serice (valoare medie 1200 mg/dl adicá 150° UI ml). Sint 
descrise 4 subclase ale IgG umane diferind prin structura primara a ami- 
noacizilor lanţului greu (y;— y 4); IgG 1, IgG2, IgG3, IgG,. IgG are o func- 
tie importantă de blocare a antigenelor, opsonizare, functie antitoxicà si 
antiviralà. Complexatá cu antigenul, interactioneazá cu receptorul Fe al 
neutrofilului. Activează calea clasică a sistemului complement, prin in- 
teractiunea a.douéimolecule de IgG cu antigenul, complexul, la rindul sau, 
interactionind cu fragmentul Clq prin regiunea Cu? a Ig. Una din proprie- 


tatile cele mai importante ale IgG umane este posibilitatea, de a trece 
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cu ajutorul regiunii Fe prin placenta, asigurind o bună parte a imunitatil 
umorale a noului náscut, cu functia imunologica in formare. ain 

IgA este a doua Ig comună în ser (200 mg/dl sau 145 UI/ml), repre- 
zentind aproximativ 130%, din Ig serice; are structura asemánátoare cu 
a IgG si GM de 150.000 D sau dimerizata in secretii de 300.000 D, dife- 
renta fiind doar in lantul greu care este de tip a. Sint descrise douá sub- 
clase; IgAl 8094, si IgA2 200/, care diferă prin cele două tipuri de lanțuri 
grele ul si a2; IgA2 este Ig predominanta in secretii, prezentind concen- 
tratii mari in secretiile intestinale, nazale, bronsice, saliva, lacrimi, co- 
lostru si lapte matern, de unde si functia deosebit de importantà de a 
asigura imunitatea localá fata de agenti patogeni cu poarta de intrare in- 
testinalá, respiratorie, cutanatá. Fiind clasa de Ig cea mai concentratà in 
colostru si laptele matern, asigurá noului náscut protectia mucoasei gas- 
trointestinale. Este secretatá la nivelul mucoaselor sub -forma ¿AER 
două unităţi a patru lanturi, legate între ele printr-un lant peptidic J si 
avînd atașate o piesă glicopeptidicá — component secretor — care îi faci- 
liteazá excretia si asigurá protectia fata de agentii proteolitici (55). 

IgM reprezintă 70/ din totalul Ig circulante (150 mg/dl sau 180 UI/ml), 
cu toate acestea are un rol deosebit de important in medierea ráspunsului 
imun. Este o moleculă cu GM mare (900.000 D), fiind compusă din cine 


„unități de bază imunoglobulinice, unităţile fiind legate printr-o piesa J 


polipeptidicá de legătură. Molecula posedă 10 situsuri de combinare cu 
antigenul desi, in general, sint folosite maximum cinci dintre ele pentru 
a lega puternic antigene mari, cu determinanti identici, repetitivi, ca pe- 
retii bacterieni, capside virale, fimbrii sau alte suprafete celulare. IgM este 
clasa de Ig cea mai eficientá in activarea complementului si medierea lizei 
celulare; o singurá moleculá de IgM este suficientá pentru ca, atasata la 
suprafaţa celulară, sá medieze liza prin activarea complementului. Este 
suficientá de asemenea in aglutinarea si opsonizarea bacteriana, dar pen- 
tru ca procesele de mai sus sá fie eficiente necesità activarea sistemului 
complement, cu legarea fragmentului C3 in complexul imun, devenind 
astfel posibilá fagocitarea acestor complexe de cátre neutrofile. IgM este 
produs inaintea IgG, in cadrul ráspunsului imun, si alaturi de sistemul 
complement,.sint foarte eficiente in medierea ráspunsului primar anti- 
microbian. Este si prima Ig sintetizatá de fat; desi nu trece transplacen- 
tar, fátul o poate produce in conditiile unei stimulári antigenice cores- 
punzătoare. Alte exemple de anticorpi din clasa IgM sint aglutinincle 
izogrup sanguiñ ABO, anticorpii antigenului 0 al enterobacteriacecior 
precum si factorul reumatoid, decelat în serul bolnavilor cu poliartrita ` 
reumatoidă. i 

IgD este prezentă in ser in concentraţii mici (3 mg/dl) din care peste 
50% sînt_ataşate la suprafața membranei limfocitului B ca receptor 

————ÉÓ— TOI " ae . ` 

pentru antigen. IgD' libere gezgyin fie din desfacerea celor aderente la 
suprafata celulará, fie prin sintezá de cátre un numár redus de plas- 
mocite (tabelul 2.9). 

IgE, desi se gáseste in cantitáti mici in circulatie (sub 1mg/dl) si nu 
are implicare in funcţia de apărare a organismului este totuşi impor- 
tantá in medierea reactiilor.de hipersensibilitate si anafilaxie. Aderind la 
suprafata mastocitului si bazofilului prin intermediul Fc, la combinarea 


cu antigenul (alergene; praf, polen etc.) produce degranularea si elibera- 
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rea in mediu a histaminei si a altor mediatori ai inflamatici acute, péne- 
rind tabloul clinic al hipersensibilitátii imediate. Totuși acest tip de me- 


diere a răspunsului inflamator are valoare protectiva in infestatia cu 
helminti. IgE sint termolabile, fiind distruse prin incálzire la 56°C, .30 min. 


Pentru a putea intelege in profunzime genetica si evolutia Ig precum 
si reglarea sintezei acestora a fost propusá teoria „reţelei“ de cătra - 
Jerne si colaboratorii. Se denumeşte astfel(ididtip\o structură antigenicá 

s4 variabilă (Vu, Vi) a 


(lant polipeptidic specific) exprimată in regit 
imunoglobulinelor, in molecula receptorilor celulelor T si B si in mole- 
cula factorilor reglatori secretati de celula T. A fost demonstrat experi- 
mental că reglarea răspunsului imun se bazează. pe interacțiunea unei 
„reţele“ de idiotipi complementari care se recunosc unii de către allii, 
astfel incit relaţia idiotip — antiidiotip poate. conduce la accentuarea sau 
supresia răspunsului imun, prin acţiunea reglatoare asupra subseturilor 
de limfocite T (T-helper si T- supresor), fiecare din aceste celule avind 
exprimati la suprafata unul sau mai multi idiotipi. Astfel ráspunsul imun, 
fiind la o cota inalta a echilibrului dinamic, poate fi modulat prin interac- 
‘fiunea in circuit a retelei: celulá-idiotip-antigen. 


-1I.2.12.2. IMUNODEFICITELE PRIMARE 


Imunodeficitele primare pot fi analizate si intelese numai dupa o 
buna cunoastere a dezvoltárii normale si a functiilor celulelor sistemului 
imun. Principalele două tipuri de celule implicate în răspunsul imun 
sint limfocitele T si B. Ele sint generate în medii diferite, se dezvoltă 
ca linii separate, exprimă la suprafaţă receptori pentru antigene variate, 
dar acţionează împreună pentru a discrimina între self si non-self, res- 
pectiv între ceea ce aparţine organismului și ceea ce îi este străin. 

Obţinerea de anticorpi monoclonali a permis o mai bună caracteri- 
zare si identificare a limfocitelor T si B pe baza unor antigene d» supra- 
fatá specifice. Primii astfel de anticorpi monoclonali au fost produsi la 
firma Ortho in 1979, fiind obtinuti de un grup de cercetare condus de 
Kung, de unde au primit si denumirea O K T, ei caracterizind glicopro- 
teinele de suprafatá a celulelor T. Ulterior, multe firme au inceput sa 
producá anticorpi monoclonali, fiecare fiind denumiti diferit, desi multi 
din ei erau specifici aceloraşi antigene. In urma unei conferințe OMS s-a 
convenit ca antigenele de suprafaţă sá fie denumite în funcţie de anti- 
corpul monoclonal specific unui antigen ce ular, denumit cu termenul CD. 
(cluster of. differention). În tabelul 2.10 sint redate o parte din cele 78 de 
antigene din sistemul.CD, precum $i celulele pe care sint prezente. _ 

Celulele stem (matcă) duc la formarea de celule B în tesuturile he- 
matoformatoare. Intr-un prim stadiu de diferentiere se formeazà celule 
pro-B mari, ce contin, in citoplasmă, lanţuri u. Prin diviziunea acestor 
celule se ajunge la formarea de celule pro-B mici, continind de asemenea 
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Tabelul 2.10 


O parte din antigenele leucocitare de suprafajá definite prin nómenelatura CD 


| 


> Greutate 
Nume Alte nume | moleculará Distributie celulará 
(KD) i 
A eel 
CD 1 | T6 49 Timocite corticale, celule Langhans 
GI Til 50 Celule T 
CD A T3 29 Celule T 
CD 4* T4 55 Celule T helper, inductoare, macrofage 
CD 5 Ll 67 Celule T | 
CD 7 FepR 40 Celule T 
CD 8* T8 33 Celule T supresoare/citotoxice 
CD 10 CALLA 100 Celule B imature 
CD 11a LFA 1 180 Leucocite 
CD lib Mac 1/CR 3| 170 Granulocite, monocite 
CD llc „| p 150,95 150 Monofage, granulocite 
CD 14* 55 Monocite celule Kupffer, granulocite celule 
; dendritice 
CD 15 50— 180 Granulocite, celule Reed-Sternberg 
CD 16* Fc RIII 50—60 Granulocite, macrofage 
CD 19* Bp 95, B4 95 Celule B 
CD 20* Bp 131,B1 35 Celule B 
CD 21 CR2 140 Celule B 
CD 22 Bp 135 135 Celule B mature, celule B imature 
CD 25 Tac 55 ` | Celule active, macrofage 
CD 33 G7 Celule precursoare ale liniei mieloide 
CD 35 . CR 11 220 Celule dendritice, celule B, eritrocite, granulo- 
š cite 
CD 38 l T 10 45 | S" gen centrului germinal, plasmocite, ce- 
' ule T 
CD 45 LCA 180 — 220 Majoritatea celulelor seriei albe 
ll A i Ke " WW 


* Cei mai importanţi markeri utilizați in numărarea subseturilor de celule ale seriei 
albe. din singele periferic. 


lanțuri y intracitoplasmatice (figura 2.16), Astfel de celule pro-B se trans- 
formă in celule B imature, mici, care sintetizează si lanţuri k sau 4, ex- 
primind la suprafaţă molecule de IgM. După citeva zile de evoluţie, majo- 
ritatea celulelor B exprimă si IgD la suprafaţă devenind celule B ma- ' 
ture. In cadrul fiecárei clone, unele componente se comuta si exprima la 
suprafaţă IgGl, IgG2, IgG3 sau IgG4, IgAl sau IGAZ, sau IgE (73). La 
scurt timp dupa formarea lor in ficatul fetal sau maduva, celulele B intrá 
în circulaţie si migrează pentru a forma foliculii limfatici, in special in 
spliná si ganglioni limfatici, pláci Peyer si alte tesuturi limfoide (64). In 
cursul vietii, milioane de celule B sint generate in fiecare zi in máduva 
hematoformatoare, dar trăiesc probabil numai citeva zile după ce ajung 
în splină. Pe parcursul diferentierii celulelor B, apar la suprafaţa lor di- 
verşi receptori cum sînt: receptorii pentru regiunea Fe a IgG şi pentru 
alti determinanti izotipici ai imunoglobulinelor, receptori pentru virusul 
Epstein-Barr, receptori pentru componentele de complement C3b si C3d, 
receptori pentru factorii de crestere $i diferentiere produsi de celulele T. 
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celula prog 


— 


©; 


celui  celulà ac celulă y it” 
Dor pre-preB preci iuo Ee o gelui imunoblast imunocit — plasmocit 
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^ supresor titotoxic 
tomi tiu (JD 2 timocit limfocit T activat 
C::003 matur Supresor/ -C07 
CDS. (TdT) citotoxic, CDI i 
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Fig. 2.16. Reprezentarea schematic’ a diferentierii celulelor seriei limfoide, cu indicarea 
markerilor celulari de suprafață în diferitele stadii de diferenţiere. Markerii din paranteză 
nu sint prezenţi intotdeauna. Caracteristicile markerilor de suprafață din sistemul CD sint 
redate în tabelul 2.10. Legenda: Y29/25 — antigen al celulei B, = MC7-antigen al celulei B ; 
zwakCyu = exprimare citoplasmatică slabă de lant greuj al IgG ; SmIg = exprimare la supra- 
fata a Ig; CyIg — exprimare citoplasmaticá a Ig; PCA-l-antigen al plasmocitelor ; Tdt = 
deoxinucleotidil transferaza terminală; TCR = receptorul celulei T; HLA-Dr = antigen 
clasa II MHC 


În urma interacțiunii moleculelor anticorpilor de suprafaţă cu antigenul, 
sau sub acţiunea celulelor T-helper, celulele. B cresc în mărime, proli- 
ferează şi se diferenţiază în plasmocite. Acestea au capacitatea de a pro- 
duce gi secreta mii de molecule de anticorpi identice pe secundá. Plas- 
mocitele se divid rar si tráiesc numai citeva zile. Unele celule B activate 
nu se diferentiazá in plasmocite, ci servesc ca celule B cu memorie, fiind: 
usor activabile de cátre antigene (73). | x 
Imunodeficitele primare pot fi astfel clasificate în: 

a. Imunodeficite în care predomină tulburări ale producţiei de an- 
ticorpi; i | PE | | 

b. Imunodeficite in care predominà tulburári ale imunitatii celulare 
“(tabelul 2:11). "um | qud so James 
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Tabelul 2.11 
Clasificarea imunodeficitelor primare A 


A. Imunodeficite în care predomină! tulburări în producerea anticorpilor 


— Agamaglobulinemia legată de cromozomul X. 
— Agamaglobulinemia autosomal recesivă 
— Deficitul de imunoglobuline cu IgM crescut (si IgD) 
— Deficitul de IgA at AUT, 5 “INS i 
— Deficitul de anticorpi cu nivele normale de gamaglobuline sau cu hipergamaglobulinemie 
— Imunodeficitul cu timom pe | 
— Hipogamaglobulinemia tranzitorie a noului născut 
— Imunodeficitul variabil -comun E i n) 

a. cu tulburári predominante ale celulei B 

b. cu tulburári predominante ale celulei T 

c. cu autoanticorpi faţă de celulele B si T 


B. Imunodeficite in care predomină tulburări ale imunitdfii mediate celular 


— Imunodeficitul combinat cu predominanfa tulburárilor celulei T 
— Deficitul de purin-nucleozid fosforilazá f 
— Imunodeficitul combinat sever cu deficit de adenozin-dezaminaza 
— Imunodeficitul combinat sever 
a. disgenezia reticulará 
b. cu numár scázut de limfocite T si B [ 
c. cu numár scázut de limfocite T si limfocite B normale (Swiss) 
d. sindromul limfocitelor ,,golage”- . "UE . 


C. Imunodeficite asociate cu alte tulburdri 


— Deficitul de transcobalamina II^ 
— Sindromul Wiskott-Aldrich : 

— Ataxia-teleangiectazia: ` ` 

— Sindromul DiGeorge ` ` 


A 


11.2.12.2.1, IMUNODEFICITELE IN CARE PREDOMINĂ TULBURĂRI IN 
PRODUCEREA DE ANTICORPI 


Agamaglobulinemia. legată de cromozomul X, a fost descrisă in 
urmă cu aproximativ 30 de ani și rămîne prototipul imunodefici- 
telor primare umorale. S-a mai denumit si agamaglobulinemie Bru- 
ton. Se caracterizează prin infecţii recurente, piogene, ce debutează în 
primii ani de viaţă sau în copilărie, în absenţa tuturor claselor de Ig din 
ser si incapacitatea de a produce anticorpi chiar atunci cînd se face sti- 
mulare cu un antigen puternic. În țesuturile limfoide lipsesc plasmoci- 
tele. Sînt afectaţi numai copii de sex masculin, la aproximativ 20% din 
ei fiind afectate şi rudele de sex masculin ale mamei. Defectul care duce 
la agamaglobulinemia legată de sex este la nivelul celulelor B si reflectă 
o blocare a maturării celulelor pro-B în celula B. Numărul celulelor 
pro-B în măduva hematoformatoare este normal (73). Studiile lanţului 
greu yu intracitoplasmatic, la astfel de bolnavi, arată că acesta este incom- 
plet, lipsindu-i proteinele codificate de gena regiunii variabile (V). Imu- 
nitatea mediată celular este normală, atît ca număr de celule cit si ca 
funcţie. ja | | 

„Alături de infectiile piogene s-au descris, in astfel de cazuri, si in- 
fectii persistente virale precum si infectii cu paraziti si micoplasme. Te- 
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rapia acestui tip de agamaglobulinemie constá in administrarea de gama- 
globuline intramuscular sau intravenos sau infuzii de plasma. Adminis 
trarea de gamaglobuline duce la reducerea Írecventei infectiilor acute si 
poate chiar conduce la indepártarea infectiilor virale cronice. Doza si 
frecvenţa administrării sint încă insuficient de bine stabilite. Se reco- 
manda, in general, o dozá de 100 mg/kg corp/luná astfel incit, in majori- 
tatea cazurilor, se ajunge, după aproximativ trei luni, la o echilibrare a 
nivelului seric. Cele douá cái de administrare sint la fel de eficiente. La 
adulti, indeosebi cind trebuie administrate cantitati mai mari, pentru a 
se ajunge la un nivel seric adecvat al IgG, este de preferat administrarea 
intravenoasa. Ă 

S-a descris şi o familie la care agamaglobulinemia legată de cromo- 
zomul X se asociază cu un deficit al hormonului de creștere. Și în acest 
caz, agamaglobulinemia era dată de un defect de maturare a celulelor B 
din stadiul pro-B în stadiul de celule B. Nu există o explicaţie satisfă- 
cătoare a asocierii celor două deficite. | 

Agamaglobulinemia autosomal recesivă este o boală care apare si la 
femei, fiind similară cu cea legată de cromozomul X de la bărbaţi. Se 
caracterizează prin absenţa tuturor claselor de imunoglobuline, incapaci- 
tatea de a produce anticorpi la stimularea antigenicá, absenta plasmoci- 
telor si limfocitelor B circulante, functie intactá a limfocitelor T. Apare 
la femei încă din copilărie, iar deficite imunologice pot fi evidenţiate şi la 
alti membri ai familiei. Defectul ce caracterizează boala este unul in-. 
trinsec, al precursorilor celulelor B diferenţiate. | 


Deficitul de imunoglobuline cu IgM crescute (si IgD). Sindromul se 
caracterizeazá prin infectii piogene severe (septicemii, pneumonii, otite), 
anemii hemolitice, trombocitopenii si boli limfoproliferative, însoţite de 
valori normale sau crescute ale IgM serice (uneori cu IgD crescut) și 
absența IgG si IgA. Imunitatea celulară este nemodificată. Stimularea 
limfocitelor B duce la o sinteză crescută de IgM şi IgD, fără să se sinte- 
tizeze IgG si IgA. In ontogenia celulei B, IgM se exprimă la suprafaţa ` 
celulei înaintea celorlalte clase de Ig. Se presupune că defectul se dato- 
reste lipsei de maturare a celulelor B-IgM spre celule IgG+, IgA* 
si IgEt, 

Deficitul selectiv de IgA. Absenta sau scáderea marcatá a IgA (sub 
0,05 mg/ml) are o frecvenţă de 1/500 în populaţia generalà. O parte din 
persoanele cu deficit de IgA au fost identificate printre donatorii de 
singe care erau sănătoși din punct de vedere clinic. Deficitul de IgA 
se asociaza frecvent si cu o serie de boli autoimune (LES, poliartrita reu- 
matoidá, anemie hemoliticá, sindrom Sjógren) si bineinteles cu infectii 
recurente respiratorii, gastrointestinale si alergii. La acesti pacienti, existà 
o forma particulará de alergie constind in aparitia de titruri inalte de 
anticorpi anti-IgA si reactii anafilactice la administrarea de plasma. In- 
cidenta anticorpilor anti-IgA este mult mai mare decit cea a reactiilor 
anafilaetice. Unii pacienti prezintă anticorpi anti- IgA fără să fi avut in 
antecedente administrári de plasmă sau de gamaglobuline. 

Recent s-a demonstrat asocierea deficitului de IgA cu deficitul de 
subclase de IgG, mai ales IgG2 si IgG4. Aceste modificări ale subcla- 
selor de IgG nu se însoțesc de modificări ale nivelului seric al IgG total, 
iar gamaglobulinele nu sint scázute la electroforeza proteinelor serice. 
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Deficitul in subclase de IgG se asociază cu. cresterea susceptibilitátii la 
infectii si boli limfoproliferative. De asemenea, aproximativ 1/2 din pa- 
cientii cu deficit de IgA au si nivele serice scăzute ale IgE. S-ar părea 
deci cá, mai ales la pacientii simptomatici, aceste deficite asociate re- 
flectá o tulburare mai generalá in diferentierea terminalá a celulei B. 
De aceea nivelele serice scázute sau absenta IgA nu sint suficiente pentru 
diasnosticul deficitului selectiv de IgA. Pacientii simptomatici cu nivele 
scázute de IgA necesitá determinári ale subclaselor de IgG, a IgA din se- 
cretii, a componentului secretor si a functiei limfocitelor T si B. Pacien- 
tii cu deficit asociat de subclase de IgG pot beneficia de terapie cu ga- 
maglobuline. 


Deficitul selectiv al altor clase de imunoglobuline. Cel mai cunoscut 
deficit este cel de IgM, care se asociazá cu meningococemie si alte tipuri 
de infectii recurente si deficitul de IgE care apare la indivizi clinic sánà- 
iosi. Existá si posibilitatea ca, in unele cazuri, nivelele IgE sá fie normale 
sau chiar crescute dar ráspunsul in productia de anticorpi la o serie de 
antigene sà fie necorespunzator, ducind la aparitia de infectii recurente. 


Hipogamaglobulinemia tranzitorie a noului náscut apare, in general, 
intre 3 si 6 luni de la nastere si se refera, in principal, la IgG, mai rar la 
IgA si IgM. Hipogamaglobulinemia apare ca urmare a faptului cá IgG din 
serul nou-născutului, provenite de la mamă, sînt catabolizate, iar sinteza 
propriilor Ig îndeosebi a IgG nu a început încă. Acest deficit se rezolvă 
spontan, nefiind necesară administrarea de gamaglobuline decît în cazul 
unor infecţii recurente severe şi a unei hipogamaglobulinemii marcate. 


Imunodeficitul variabil comun. Acest tip de imunodeficit apare la 
orice vîrstă, atît la femei cit si la bărbaţi. Sindromul clinic este similar 
cu cel din agamagiobinemia legată de cromozomul X si se asociază cu o 
mare incidenţă a LES, anemiei hemolitice, purpurei trombocitopenice idio- 
patice, infecțiilor pulmonare, tulburărilor digestive cu diaree marcată, în 
special datorită prezenţei Giardiei lamblia. Tumorile cu localizare di- 
gestivă sînt de asemenea întîlnite relativ frecvent; la o treime din pa- 
cienti se intílneste anemia Biermer si, în unele cazuri, granuloame la ni- 
velul plămînului, ficatului și pielii. Mecanismele care duc la imuno- 
deficitul variabil comun sînt trei: 


a. Defecte intrinseci ale celulei B; 
b. Autoanticorpi fata de celulele T si B; 
c. Dezechilibrul celulelor T imunoreglatoare; 


Spre deosebire de agamaglobulinemia legatá de cromozomul X, ce- 
lulele B nu sint intotdeauna scázute, ele putind fi normale sau crescute. 
Aceste celule insá sint relativ imature si nu ráspund la antigene si mito- 
geni prin diferenţiere in plasmocite. La toate grupurile de pacienti, rapor- 
tul limfocite T-helper/T-supresor este inversat, excesul de limfocite T-su- 
presoare impiedicind diferentierea celulelor B. Cel mai frecvent, cele 
trei clase majore de imunoglobuline sint extrem de scázute, iar nivelul 
IgE este normal sau chiar crescut. ' A 
: Sindromul de hiperimunoglobulinemie E (Sindromul Job) este o 
boalá complexá care se caracterizeazá prin debut in copilárie, concentra- 
tii foarte crescute de IgE și infecţii bacteriene recurente, îndeosebi cu. 
stafilococ, tegumentare și pleuropulmonare. La nivelul pielii apar ab- 


141 


cese subcutanate determinate de stafilococul aureu hemolitic. In cadrul 
acestui sindrom, alte sedii de localizare a infecţiei sint reprezentate: de 
urechea medie și externă, mastoidă, gingii, bronsii si plamini. Mai pot 
apare dermatite cronice şi candidoză mucocutanată. În afară de IgE mult 
crescut s-a mai descris o eozinofilie moderată, nivele crescute ale IgD și 
deficite ale funcţiei neutrofilelor, celulelor T supresoare şi a răspunsului 
anamnestic la 'diferite antigene. Aceste anomalii nu explică decit parțial 
susceptibiltatea crescută la infecții a acestor pacienti. Nu există trata- 
ment specific, fiind tratate doar infecțiile cu antibiotice adecvate (25). 


11.2.12.2.2. IMUNODEFICITE ÎN CARE PREDOMINĂ TULBURĂRI ALE 
IMUNITATI CELULARE 


Descrierea unor astfel de anon alii depășește c: dul ¿cestui capitol profilat pe proteine, 
plasmatice. Principalele deficite ale imunitátii celulare sint re date în tabeul 2.11. Nivele scá- 
zute ale Ig se intilnesc si in unele cazuri de deficite ale imunităţii celulare. Astfel, in imunode- 
ficitul sever combinat, care se caracterizează prin lipsa limfocitdor T cu nivele scăzute sau nor- 
male ale limfocitelor B, care însă nu se diferenţiază în plasmocite, Ig sînt mult scăzute. Cauza 
lipsei de diferenţiere spre plasmocite a limfocitelor B este lipsa limfocitelor T helper. Dintre 
deficitele dobindite se intilneste frecvent sindromul de imunodeficienfá dobindit (AIDS sau SIDA 
în prescurtări internaţionale), sindrom determinat de infecția cu un virus denumit virusul 
imunodeficienței umane tip 1 sau 2 (HIV. 1 si 2). Acest virus este limfotropic şi are capacitatea 
ca, prin intermediul unei glicoproteine de suprafaţă, gpl 20, să se fixeze de antigenul CD4 de 
la suprafata limfocitelor helper, sá pátrundá in interiorul lor si sá le distrugá. Din punct de ve- 
dere clinic, sindromul se caracterizează prin astenie, slăbire in greutate, subfebrilitáti, polia- 
denopatie, diaree cronicá, infecţii cu germeni oportunigti. Paraclinic, se constată limfopenie, 
cu scăderea marcată a limfocitelor T helper, hipergamaglobulinemie, creșterea valorilor Be 
microglobulinei, aparifia de complexe imune circulante gi, bincinfeles, aparitia de anticorps 
&nti-HIV (detectafi prin tehnici ELISA sau Western blotting). 


11.2.12.3. GAMOPATIILE MONOCLONALE 


Gamopatile monoclonale sînt boli caracterizate prin prezenţa in 
ser sau uriná de imunoglobuline monoclonale denumite si paraproteine 
sau componentá M. (monoclonala). Aceastá componentà monoclonalà este 
produsá de o singurá cloná de celule limfoide, are o mobilitate electro- 
foreticá limitatá, apárind la electroforeza proteinelor serice ca o bandá 
îngustă „în pisc" (21). Clasificarea gamopatiilor monoclonale este redată 
în tabelul 2.12. Proteinele monoclonale sînt imunoglobuline normale ca 
şi structură, fiind produse însă în exces (72). Numai în unele cazuri 
de boală a lanțurilor grele s-au semnalat deletii de aminoacizi, fiind vor- 
ba, în aceste cazuri, de imunoglobuline anormale. Din punct de vedere 
funcţional, astfel de imunoglobuline prezintă, în unele cazuri, și activi- - 
tate de anticorpi fata de o serie de antigene bacteriene. Totuşi mielo-- 
mul multiplu este considerat, in general, ca o stare de imunodeficienta. 
avind in vedere reducerea secretiei altor clase de imunoglobuline paralel 
Sy creşterea excesivă a paraproteinei si susceptibilitatea crescută la 
infecţii. 
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Tabelul 2.12 


d 


\ Clasificarea gamopatillor monoclonale 


A. Gamopatii monoclonale maligne 


a 


— Mielomul multiplu (IgG, IgA, IgD, IgE. si cu lanfuri ujoare libere) 
— Plasmocitomul solitar 

— Plasmocitomul extramedular, solitar sau multiplu 

— Macroglobulinemia Waldenstróm (IgM) 

— Boala lanțurilor grele (y, æ, u, 8) 

— Amiloidoza primará si asociată mielomului multiple 


B. besse". monoclonale pentane (IgG, IgA, IgD, IgM, si rar dient uşoare libere) | 


Mime biclonale 


in mod fiziologic, plasmocitele produc lanturi grele Si ML usoare 
in exces faţă de lanţurile grele. În cazul mielomului IgG, 150% . din pa- 
cienti prezintă un exces de lanţuri ușoare care se excreta in urină de- 
terminind aparitia proteinuriei de tip Bence. Jones, In alte cazuri, nu 
se produc deloc lanţuri grele, detectindu-se doar prezenţa de lanţuri 
ușoare în exces (boala lanțurilor uşoare). Există si cazuri rare in care celule 
mielomatoase nu secretă nici lanţuri ușoare, nici lanţuri grele, datorita 
fie incapacitatii de sinteză, fie blocării secreției, aceste celule fiind ne- 
secretoare; se vorbeşte în aceste cazuri de mielom nesecretor. În boala 
lanțurilor.. grele, porţiuni ale lanțurilor. grele ale IgG, IgA, IgM Sau, 
IgD sint .prezente in ser sau urină iar lanturile ușoare lipsesc. ` 


"Y 


II.2. 12. 3. 1. Mă MEE MULTIPLU 

Miess multiple apare, in general, la virstnici - cu o incidență 
anuala de 3 la 100.000 indivizi. Studiul evolutiei naturale a bolii arata 
că aceasta devine manifest clinic atunci cînd se ajunge la 11011 — 
1X1012 plasmocite maligne, ceea. ce reprezintă aproximativ 1 kg masă 
tumorală. Perioada latentă a bolii este, în general, de 1—2 ani. Pro- 
liferarea plasmocitelor are loc la nivelul măduvei. hematoformatoare, 
în mod difuz, astfel că tumoarea nu. este vizibilă sau palpabilă. Plas- 
mocitele proliferate au caractere morfologice modificate, sînt în can- 
litate mare, depășind 7% din totalul elementelor nucleate si sint dis- 
puse focal (în cuiburi). Din punct de vedere clinic, primele semne sînt 
reprezentate de astenie, anemie și anorexie (21, 58). Anemia apare cel 
mai frecvent şi se datorează infiltrării măduvei roșii cu plasmocite, 
pierderilor de sînge, malnutritiei şi, implicit, deficitului de Fe. Semnul 
cel mai clasic al bolii este. reprezentat de leziunile osoase, care apar la 

majoritatea - pacienţilor. In mod caracteristic, leziunile .sînt. osteolitice, 

fără semne de refacere a țesutului osos. „distrus si pot duce la aparitia 
de fracturi spontane. Aceste modificări se datoresc înlocuirii țesutului- 
osos cu celule neoplazice proliferate precum și producerii unui factor * 
activator al osteoclastelor de către plasmocite. Localizarea este predo- 
minantă la nivelul craniului, sternului, claviculelor si oaselor bazinului. 
Aceste leziuni sînt evidentiabile. radiologic. La 1/3 din cazuri, sînt pre- 
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pe 


zente numai zone de demine:alizare, fara distructie focala, ‘sau chiar as- 
pect normal (78, 89). 

O altà caracteristicá importanta este prezenta de infectii recurente, 
mai py pulmonare si mai rar unele renale determinate de imuno- 
deficitul ce se instalează concomitent cu proliferarea unei singure clone 
de plasmocite si inhibarea celorlalte clone prin intermediul parapro- 
teinei produse in exces. De asemenea, producerea în exces de imuno- 
ee monoclonale se asociazá cu tulburári ale functiei neutrofilelor 

recum si a celulelor T si B.. 

Producerea de lanturi usoare in exces duce la aparitia acestora in 
uriná, realizind proteinuria de tip. ‘Bence “Jones (49, 84). Deoarece lan- 
turile ușoare ale Ig sînt catabolizate la nivelul epiteliului tubilor renali 
proximali, încărcarea acestora cu cantităţi mari de lanțuri ușoare, aso- 


ciată cu tulburări determinate de hiperviscozitate și de anomalii circu- 


latorii duce cu timpul la afectarea renală, ce poate evolua pina la insufi- 
cienta renală. Pacienţii cu mielom multiplu mai prezinta: singerári si 
tulburári de coagulare, anemii hemolitice si, extrem de rar, hiperlipo- 
proteinemii autoimune (vezi pag. 50) ` 

Testele de laborator aratá existenta unui VSH mult leti: pre- 
zenta anemiei, eventual a hipercalcemiei in raport de extinderea leziu- 


nilor osoase, a hiperproteinemiei (in unele cazuri peste 10 g, dl), prezenta 
-de crioglobuline, a hiperviscozitatii, a apariţiei de hematii în fisicuri 


in pipeta Potain sau pe lama. ` 

Un rol important pentru diagnostic il are efectuarea punctici me- 
dulare care arată o creștere a numărului de plasmocite peste 70%. La 
electroforeza serului. se observá aparitia unei benzi inguste monoclo- 
nale cu mobilitate, variind de la regiunea gama pina la alfa 2. Aceasta 
este determinatá de clasa de imunoglobuline care prolifereazá. Apro- 
ximativ 80%% din. mieloame au prezentă paraproteina in ser. In urinà 
apar în 20—600/, din cazuri lanţuri. ușoare ale imunoglobulinelor, ast- 
fel cá :98—990/, din cazurile de mielon multiplu au prezentat o para- 
proteiná in ser şi/sau urină (84) (figurile 2.17, 2.18). Dacă se suspicio- 
nează prezenţa unei imunoglobuline monoclonale, se ng si urmá- 
toarele etape de studiu al paraproteinei: 

— Electroforeza serului si a urinii concentrate; dacă se identifică 
prezenfa unei paraproteine se continuá cu etapa următoare; 

— Determinarea cantitativă a IgG, IgA, IgM; 

— Imunoelectroforeza serului si a urinii concentrate utilizind anti- 

seruri d spéeificg anti-IgG, IgA, IgM, lanturi usoare k si 2; 

— Dacá aceste teste sînt negative, se recomandă determinarea IgD 


şi IgE. 


La determinarea cantitativă a imunoglobulinelor, aspectul caracte- 
ristic este cu creşterea accentuată a unei clase de Ig si valori scăzute 


ale celorlalte clase. Aspectul imunoelectroforetic este caracteristic, con- 


stînd într-un arc de precipitare. anormal, mult ingrosat si deformat ,,in 
barca", diferentiind o crestere monoclonalá de una policlonala a Igi 
Se considera, in general, ca 80% din mieloame-sint de tip IgG, 15% de 
tip IgA si foarte putine de tip, IgD si IgE (19/). Sint cazuri in care, 
componenta monoclonalá nu se evidentiazá in ser. Asa se intimpla mai 
ales in mielomul multip;u in care celulele tumorale secretă numai lan- 
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turi ușoare. Acestea sint însă prezente in urină cu mobilitate variind 
de la y la «1, si identificabile prin imunoelectroforezá cu antiseruri spe- 
cifice pentru lanţuri k şi 4. De asemenea, paraproteina din mielomul 
IgD se evidenţiază numai la 1/3 din cazuri. Întrucît paraproteina IgD ' 
contine, de regulă, lanţurile uşoare 4, prezenţa acestora în urină trebuie 
să ridice suspiciunea de mielom IgD. ` 

“Mielomul multiplu trebuie diferențiat de gamopatia monoclonala 
benigná. Aceasta din urmá se caracterizeazá prin prezenta unei Ig mo- 
noclonale sub 2g/dl, cu celelalte clase de Ig usor scázute; la punctatul 
medular, plasmocitele reprezintá mai putin de 79/, din totalul celu- 
lelor nucleate; lipseste proteina Bence Jones si nu apar modificári osoase. 
Unii din pacienti evoluează totuşi spre mielomul multiplu (10—200/ 
din cazuri), pe cînd alte cazuri evoluează în continuare ca o afecţiune 
benignă (83). | 


A 


11.2.12.3.2. MACROGLOBULINEMIA WALDENSTRÖM 


Macroglobulinemia este o -boală care apare mai frecvent la barbati si 
diferá de mielomul multiplu prin celulele care prolifereazá si care sint 
asemănătoare atit cu limfocitele cit si cu plasmocitele (celule limfoci- 
toid-plasmocitare). Celulele amintite produc cantităţi mari de IgM. 
Aceastá boalá include un spectru larg de forme clinice, variind de la 
forme lent progresive, analoage gamopatiei monoclonale benigne, la for- 
me. maligne asemănătoare limfosarcoamelor sau leucemiei limfocitare 
cronice. In general, primele acuze sint reprezentate de anemie si, une- 
ori, disconfort abdominal determinat. de hepatosplenomegalie. La acestea 
se asociazá limfadenopatia periféricá. Cu progresiunea bolii apar semne 
și simptome. caracteristice unei leucemii limfocitare cronice sau unui 
limfosarcom. O serie de semne si simptome. sînt determinate de IgM 
monoclonală, moleculă mare si asimetrică, ducind la o hiperviscozitate 
a serului. Hiperviscozitatea determină tulburări vizuale și la nivelul 
sistemului nervos central, putînd conduce la instalarea comei paraprotei- 
nemice. Diagnosticul trebuie suspectat atunci cînd, la examenul fundului 
de ochi, apar vase mult dilatate, hemoragii, exudate asociate cu pre- 
zenta de hematii. în fisicuri si cu o hiperviscozitate a serului mai mare 
de 4 ori decît cea.. a serului normal (8). Tratamentul sindromului de 
hiperviscozitate se face prin plasmafereza şi inițierea tratamentului chi- 
mioterapic. Electroforeza serului are aspect monoclonal, determinarea 
cantitativă a imunoglobulinelor arată IgM mult crescută, cu aspect imu- 
noclectroforetic caracteristic. 


11.2.12.3.3.. BOLILE LANTURILOR GRELE 


Sint boli rare, caracterizate printr-o producţie excesivă de frag- 
mente ale lanturilor grele, in special din fragmentul Fc. Fiecare din 
tipurile de boală a lanțurilor grele descrise (y, a, p, 6) are manifestări 
clinice diferite si necesitá studii imunoelectroforetice si alte determinári 
speciale pentru diagnostic. Caracteristicá este insá o accentuatá scádere a 
rezistentei la infectii. ; 
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‘Boala lanțurilor grele y a fost prima dată descrisă de Franklin si. 
colaboratori in 1964. Apare mai ales la virstnici si se manifesta prin fa- 
tigabilitate, infectii recurente, limfadenopatie si splenomegalie. Tabloul 
clinic se aseamáná cu cel al unui limfom difuz. Este prezent si un edem 
al palatului moale si al luetei, deoarece nodulii limfatici Waldeyer -sint 
frecvent máriti in volum (semn aproape patognomonic). Sint de asemo- 
nea prezente anemia, trombocitopenia iar in máduva hematoforma.oare 
si nodulii limfatici sint prezente plasmocite proliferate sau limfocite 
asemănătoare plasmocitelor. Boala este rapid progresivă ducind la moar- 
te, in cîteva luni pînă la un an. Uneori se înregistrează remisii de durată 
mai lungă in urma tratamentului chimioterapic. ‘Diagnosticul trebuie 
suspectat pornind de la criterii clinice şi confirmat prin demonstrarea 
Ig monoclonale atit în ser cît si în urină. Proteina monoclonală are mo- 
bilitate electroforetică identică in ser si urină si reacționează cu antiser 
anti-IgG (lant y), reprezentind fragmentul Fe al moleculei lanţului greu 
(GM: 60.000 D). Nu sînt prezente lanţurile uşoare, un element important 
de diagnostic fiind prezența unei paraproteine în urină care nu reac- 
fioneazá cu antiserurile antilant ușor K si 1 (83). nitus 

Boala lanțurilor grele a este cea mai frecventă dintre bolile lanțurilor 
grele, bolnavii prezentind un infiltrat plasmocitar la nivelul mucoasei 
intestinului subţire. Acest infiltrat duce la apariţia unci malabsorbtii se- 
vere, cu diaree cronică, dureri abdominale, greturi, scădere în greu- | 
tate. Cel mai frecvent sînt afectaţi adulţii tineri din regiunea medite- 
rană. Diagnosticul depinde de analiza corectă a serului sau urinii, în spe- 
cial prin metode imunochimice, aspectul electroforetic al serului fiind în 
general putin modificat. Prin imunoelectroforezá se evidenţiază in ser 
și urină o paraproteină care este aproape întotdeauna de clasă IgAl si 
nu reacţionează cu antiserurile față de lanțuri ușoare; lanţurile grele 
ale IgAl se evidenţiază si in secretii. ` wrath: die | 

Boala lanturilor grele u a fost descrisá doar la citiva pacienti, majo- 
ritatea lor avînd leucemie limfocitará cronică asociată unui component 
monoclonal in’ cantitate redusă, greu detectabil la electroforeza serului. 
O particularitate este reprezentată de apariţia in punctatul medular de 
plasmocite vacuolate, care constituie 5—10°/) din celulele nucleate, ele- 
ment diagnostic pentru boala lanțurilor n. Analiza imunoelectroforetica 
a serului indică prezenţa unei paraproteine cu migrare a care reactio- 
nează cu antiserul anti-lant greu p, si uneori prezenţa de lanţuri ușoare 
cu mobilitate electroforeticá diferită. Această migrare diferită a lanţului 
greu u faţă de lanţul ușor este importantă pentru diagnosticul bolii. 
Uneori, pentru a diagnostica afecțiunile este necesară purificarea para- 
proteinei şi analiza ei imunochimica. 

Tratamentul mielomului multiplu și a celorlalte afecţiuni de tip 
gamopatie monoclonală se face prin administrarea de Melphalan 0,1— 
1 mg/kg corp/zi, timp de 7 zile, asociat cu prednison 60 mg/zi, cura fiind 
repetată din șase în şase săptămîni. Tratamentul trebuie să cuprindă 
minimum trei cure înainte de a fi întrerupt, altfel boala progresează în 
pofida unei terapii adecvate. Alte protocoale terapeutice aplicate, mai. 
ales cînd apare rezistenţă la acest tip de cură, constau în combinații 
de chimioterapie, ca de exemplu Vincristina, Carmustina, Ciclofosfamida, 
Melphalan. l i 
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11.2.12.34. AMILOIDOZA 


De la descoperirea ei de cátre Virchow in 1854, amiloidoza a fost 
considerata ca reprezentind un grup de boli caracterizate prin depunerca 
in tesuturi a unui infiltrat proteic omogen cu proprietàti tinctoriale ca- 
racteristice. Cu excepţia formelor localizate, amiloidoza este o boală. 
progresiva care duce la moarte prin distrugerea organelor afectate. Re- 
zistenta amiloidului la fagocitozà si proteolizá impiedicà indepártarea lui 
din depozite si duce la progresiunea manifestărilor clinice, chiar si 
atunci cînd boala de bază este controlată. Amiloidoza primară se ca- 
racterizează prin prezenţa unor depozite de amiloid fibrilare, formate 
din fragmente aminoterminale ale lanțurilor uşoare ale imunoglobuli- 
nelor. Aceste lanturi usoare denumite lanturi usoare ale amiloidului au 
greutate moleculara intre 500 si 25.000. Analiza secventei de aminoacizi 
arata ca astfel de lanturi usoare contin reziduuri identice cu regiunile 

variabile ale lantului usor al Ig si, uneori, contin un intreg lant usor de 
Ig identic cu cel din ser. Mai mult chiar, antiserurile fata de subunita- 
tile de amiloid reactioneaza incrucisat (cross-reaction) cu lanturile usoa- 
ra lambda si kapa. Din motivele amintite, sint putine dubii cà aceste. pro- 
teine asemánátoare imunoglobulinelor sau precursorilor acestor proteine 
ar fi.sintetizate de plasmocite. 

Frecventa lanturilor de amiloid asemănătoare lanturilor À este mult 
mai mare decit a celor k ce constituie lantul usor predominant al Ig si 
proteinelor mielomatoase. In acest tip de amiloidozá, apar depozite de 
amiloid la nivelul limbii (macroglosie), inimii, muschilor, pielii, ligamen- 
telor si tractului gastrointestinal. Depozitele 'de la nivelul vaselor si al 
nervilor periferici duc la hipotensiune posturala. Multe din cazurile de 
amiloidozá primará daca sint urmarite timp indelungat si cu atenţie, 
dezvolta Ig monoclonale in ser si uriná, plasmocitoza in punctatul me- 
dular cu aparitia de gamopatii monoclonale si se asociazá cu depuneri de 
amiloid care sint formate tot din proteine asemănătoare lanțurilor uşoare 
ale Ig. Cu toate aceste acumulári de noi cunostinte, etiologia si pato- 
geneza amiloidozei rámin necunoscute, unul din elementele patogenetice 
importante fiind NOM ic. de tulburüri ale mecanismelor imunore- 
glatoare. 


.11.2.12.3.5. CONSIDERAȚII ETIOPATOGENETICE PRIVIND 
GAMOPATIILE MONOCLONALE 


Bolile proliferative ale plasmocitelor si limfocitclor oferă un prilej deosebit ce favorabil 
de a face corelaţii între-proliferarea unui anumit tip de celule, produsul lor de secreție si mani- 
festările clinice. Pe de altă parte, persistă incă multe incertitudini cu privire la mecanismele 
care duc la declanşarea unor proliferări necontrolute ale anumitor clone din aceste tipuri de ce- 
lule. Apare însă logică ipoteza după care o afecţiune solicitind sistemul celulelor Ig-formatoare 
ar putea să preceadă cu mulţi ani declangarea proliferárii ncoplazice (58), iar apariţia parapro- 
teinemiei ar coincide de regulă cu transformarea malignă. De fapt, autoiii îinluncezi (69) au de- 
scris 5 cazuri de poliartrită cronică evolutivă la care, după mai inulji ani de evoluţie, s-a dez- 
voltat un plasmocitom. , 

Stabilirea unor corelaţii de cauzalitate între o infecţie cicnicá, Ce exem[lu, tuberculoza, 
şi dezvoltarea unei gamopatii monoclonale trebuie făcută insă cu multă rezervă deoarece per- 
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MUTAFIE STIMULAREA ANTIGENICA FACTORI 
(Genetică ; indusă) PRELUNGITĂ NECUNOSCUȚI 


L— ——--| CLONARI DE LIMFOCITE B |-—— — 


| PROLIFERARE CELULARĂ NECONTROLATA ——ə— 


ke, d b. nini gee | es 
Sinteza de componente Scăderea sintezei Infiltrarea Leziuni 
anormale de componente normale măduvei osoase destructive 


(Gamopatii monoclonale, (sindromul deficitului 
proteine Bence Jones, in anticorpi) 


crioglobuline, 
amiloidoza) 
| | l | 1 
Tulburári in circulatia Infectii recurente  Anemie .Dureri osoase 
capilará, leziuni renale Leucopenie Fracturi spontane 
Trombocitopenie : 
Fig. 2.19. Reprezentarea schematică a mecanismelor patogenetice din gamopatiile monoclo- 


nale 


turbarea sistemului Ig-formator creează predispozitie la infecţii, iar, in astfel de cazuri, procesul 
infectios este mai degrabá consecinfa si nu cauza paraprotcinemiei. În figura 2.19 este prezenta- 
tă o.schemá a mecanismelor care ar putea fi implicate in patogeneza hip erimunoglobulinemiilor 
monoclonale. | t | 


1I.2.12.4. HIPERIMUNOGLOBULINELE POLICLONALE 


Cresteri ale Ig pot fi produse si prin proliferarea mai multor clone 
de plasmocite asociate cu cresteri ale uneia sau mai multor clase de Ig. 
Determinarea cantitativă a Ig precizează care din clasele de Ig cresc. As- 
pectul imunoelectroforetic in aceste cazuri se aseamáná cu cel al Ig nor- 
male, arcul corespunzător Ig proliferate fiind mai îngroșat. La electro- 
foreza serului se constată o creștere a fracțiunii y. Creşteri ale Ig se în- 
tilnesc în afecţiuni cu patogeneză imună, cum ar fi colagenozele, unele 
afecţiuni inflamatorii hepatice si renale si unele boli infecțioase. Aceste 
creşteri se realizează prin mecanisme diferite implicînd tulburări ale coo- 
perării dintre limfocitele T si B. Se incrimineaza fie o hiperreactivitate a 
limfocitelor B, fie persistenta unor factori care stimuleaza functiile lim- 
focitului B. În tabelul 2.13 sînt redate modificările Ig individuale in unele 
boli evoluind cu hipergamaglobulinemie. 

Determinarea strictă numai a nivelului seric al Ig nu reflectă intot- 
deauna fidel implicarea lor într-un proces patogenetic. Nivelul lor seric 
trebuie corelat cu cel al complexelor imune circulante (acestea fiind 
complexe antigen-anticorp, CIC) si depozitele tisulare de Ig. Astfel in 
majoritatea bolilor renale, concentratiile serice ale Ig sint normale sau 
putin modificate, in schimb ele sint depozitate la nivelul rinichiului im- 
preuná cu proteinele sistemului complement. Orice ráspuns imun umo- 
ral la un antigen străin sau propriu poate duce la formarea de complexe 
imune. Utilizindu-se diferite modele experimentale s-a putut stabili mo- 
dalitatea prin care CIC devin patogene (91). Dupá pátrunderea unui an- 
tigen in circulatie se formeazá CIC in care antigenul este in exces (nu 


148 


Tabelul 2.13 


Nivelul Imunoglobulínelor serice in diierite boli 


Boala IgG IgA IgM 
DT h 


Colagenoze 


— 
— 

A dy 
> 


Lupus eritematos sistemic 11 
Poliartrita reumatoidá Nttt ttt det 
Sclerodermie Nt N Nî 
Sindrom Sjögren Nt Nt NTT 
-Boli hepatice 

Hepatita virală acută Nt Nt NTT 
Hepatita cronicá activa T 1 Nit 
Ciroza hepatica Tit 1f N11 
Ciroza biliară primitivă ` N N TTT 
Boli infecțioase 

Mononucleoza infecțioasă tt Nt "i 
Tuberculoza tt Nf Nt 
Endocardita bacterianá tt Nf ttt 
Actinomicoza ttt 11 nnt 


s-au produs incá suficiente Ig specifice) si care sint solubile si nepato- 
gene. O data cu proliferarea clonalá, se accentuează producţia de anti- 
corpi si se formeazá CIC la echivalenta, realizind agregate solubile de 
márime si complexitate crescute. O parte dintre acestea se depoziteaza 
în diferite organe si pot declanșa un răspuns inflamator local. În cazul 
epuizării antigenului, se formează CIC în exces de anticorp, care cu 
antigenele monovalente formează CIC polimerizate cu greutate molecu- 
lară mare; acestea sînt îndepărtate din circulaţie prin captare în macro- 
fage. După îndepărtarea antigenelor rămîn numai anticorpi liberi în 
circulaţie. Recent se acordă o importanţă crescindá rolului complexelor 
imune formate in situ, imunoglobulinele fiind direcționate împotriva unor 
antigene tisulare care sînt captate sau plantate în structurile tisulare 
(16). Atit CIC cit si complexele imune localizate în țesuturi mediază le- 
ziunea tisulară prin intermediul activării complementului, a neutrofilelor 
și plácufelor cu eliberare de mediatori de tipul aminelor vasoactive. 

Determinarea CIC poate oferi informaţii directe asupra implicării 
acestora la producerea leziunilor patologice din diferite boli. Caracteri- 
zarea CIC din punctul de vedere al compoziţiei antigenice, al claselor de 
imunoglobuline sau al componentelor de complement legate în complex 
aduce informaţii în plus despre rolul lor patogenetic (18). 


11.2.12.5. CRIOGLOBULINELE 


Crioglobulinele sînt Ig care au proprietatea de a forma un precipitat 
sau gel la rece. Fenomenul este reversibil, în general, la creșterea tem- 
peraturii. Pentru determinarea lor .corectá, serul bolnavului . trebuie 
separat la 37°C și urmărit timp de 7 zile la 4°C în special în cazul 
crioglobulinemiilor mixte. Citirea rezultatelor la 24—28 h poate duce 
la rezultate fals negative. Crioglobulinele se clasifică în crioglobuline 
monoclonale, formate din IgG sau IgA sau IgM, si se întîlnesc in mie- 
lomul multiplu sau macroglobulinemie. Al doilea tip de crioglobuline 
sint cele mixte care pot fi IgG—IgM si IgG—IgM—IgA. Apar in majo- 
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ritatea colagenozelor, in mononucleoza infectioasá, endocardita bacte- 
riana, hepatite virale acute si cronice, ciroze, glomerulonefrite si lim- 
foame. In cazul crioglobulinemiilor monoclonale, simptomele survin rar, 
fiind reprezentate in special de fenomenul Raynaud, ulcere cutanate, 
gangrená. Intr-un caz de mielon IgA si tulburári ale circulatiei perife- 
rice, urmárit in serviciul nostru, prezentind o hiperproteinemie de 14,5 
g/dl si crioglobulinemie, gelificarea spontană a plasmei la 25°C făcea 
imposibila obtinerea serului. Analizele au putut fi efectuate doar atunci 
cind serul prelucrat din singele care a fost coagulat la 37°C era diluat cu 


ser fiziologic încălzit. ` | 
Crioglobulinemiile mixte au semnificatie de CIC, iar consecintele lor 
pot fi cel mai clasic demonstrate la pacientii cu crioglobulinemie mixta 
esenţială. Boala a fost descrisă pentru prima dată in 1965 de către Lo- 
ghem si colaboratori constind in purpura, artralgii, astenie, deseori com- 
plicate cu fenomene Raynaud; tiroidite si serozite. O parte din bolnavi 
dezvolta in evolutie glomerulorefritá care progreseazá spre insuficienta 
renala si moarte cu angeitá necrotizanta a arterelor renale medii si mici. 
La nivelul rinichiului pot fi evidentiate depozite granulare de IgG, IgM si 
fractiuni de complement, localizate de-a lungul anselor glomerulare. În 
unele cazuri, leziunile renale au o evolutie favorabilá, spre remisie. In 
90% din cazuri se evidenţiază, de asemenea, si semnele unei afectári 
hepatice. Două treimi din pacienţi au avut în antecedente hepatită vi- 
rală acuta de tip B iar la unii din aceștia AgHBs este regăsit în crioglo- 
buline sau ser. Tratamentul include administrarea de prednison, plas- 
mafereza și citostatice aplicîndu-se doar atunci cînd pacienţii devin 
simptomatici. 8, | 


1.2.13. ALTE PROTEINE PLASMATICE ; 


Plasma mai conține şi alte proteine dintie care unele intervin in procesele Cecorgulare 
si fibrinolizá, fiind de domeniul biochimiei hemostazei, iar altcle au rol in transportul speciiic 
al unor substanțe micromoleculare. ! i 

Între proteinele de transport specific se disting acelea cu rol în fixre, transport si cedare 
la organele țintă a diverșilor hormoni. Asa sint prealbumina, «l-globulina fixatosie a tiroxi- 
nei, cu rol in transportul hormonilor tiroidieni, -globulina fixctozre a steioizilor, cu 101in 
transportul estradiolului si al testosteronului precum si tientcoitina (migrare inter-o), cu 101: 
in trânsportul cortisolului. Tiziopatologia si semnificaţia diagnostică a modificărilor suferite 
de aceste proteine plasmatice avind concentrație între 0,4 mg/dl, in cazul f-globulinei fixatoa- 
re a steroizilor, si 25 mg/dl%n cazul proteinei cu migrare înaintea alluminei (preelli ning) 

interesează mai ales endocrinologia. 
| Transportul unor vitamine este, de asemenea, asiguiat de anumite proteine pleemetice- 
Asa de exemplu, vitamina A (retinol) este transpoitată de prealbuminá şi cc o a 2-glcluliná 
(retinol binding protein) iar vitamina B12 este fixată şi transportată Ge dei ¿sa-numite „tii ns- 
cobalamine”, transcobalamina I, cu migrate al, si trenscotileniina JI cu imigrare p. 

Mai amintim de prezența în plesmá a rior glicoprotcine cu rol de fixare a Eemoglobinei 
rezultate in procesul de hemolizá. Asticl de haptoglobine, prezentind un yolimorfism genetic 
(tip 1—1, 2—1, 2—2), cresc in procesele inflamatorii acute si scad in insuficiența hepatică 
(deficit de sinteză) si in procesele de deglobulinizare din anemiile hemolitice (consum excesiv 
de haptoglobin’). Intervenţia hemopexinei în procesul de captare a hemului oxidat (methem) 
va fi prezentată in capitolul V (vezi pag. 263). 
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11.3. PROTEINELE PLASMATICE ÎN DIAGNOSTICUL DE 
„LABORATOR — | | | 
(Tipuri de disproteinemie) 


„Conform celor relatate, ` concentrațiile diverselor proteine plasma- 
tice se modifică in extrem de numeroase stări patologice. Interpretarea 
datelor de laborator privind comportarea proteinelor plasmatice este 
însă mult usuratá atunci cînd se tine seama că modificările suferite de. 
aceste proteine pot fi încadrate în cîteva tipuri de disproteinemie relativ 
ușor de recunoscut prin simpla examinare a aspectului realizat prin se- 
pararea electroforetică a proteinelor plasmatice în cinci fracțiuni. Prin- 
cipalele aspecte realizate de proteinogramă în patologia clinică sînt re- 
date sintetic in figura 2.20. . 7 Ate 

a. Disproteinemia reactivá din inflamatia acutá se caracterizeazá 
prin .cresterea ag si mai rar a o globulinelor. Analiza diferențiată 
prin metode imunologice relevá in aceasta reactie de fazá acuta o cres- 
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Fig. 2.20. Tipuri de disproteinemie (exemple ilustrative grafice si nume- 
rice). a) Normal (vezi tabelul 1). b) Inflamatie acută: proteine totale = 
= 7,5 g/dl, din care A = 49% (3,67 g/dl; al = 6% (0,45 g/dl); «2 = 
= 17% (1,28 g/dl); B = 10% (0,75 g/dl) y = 19% (1,42 g/dl). c) Infla- 
mafie cronică: proteine totale = 8,2 g/dl dincare A = 45% (3,69 g/dl); 
al = 4% (0,36 g/dl); «2 = 9% (0,74 g/dl); B = 11% (0,9 g/dl); y = 31% 
(2,54 g/dl). d). Sindrom nefrotic: proteine totale = 4,3 g/dl din care 
„A = 20% (0,86 g/dl); al = 3% (0,13 g/dl); «2 = 40% (1,72 g/dl); p = 
= 19% (0,82 g/dl) ; x = 18% (0,77 g/dl). e) Enteropatia exudativă: prote- 
ine totale = 4,6 g/dl din care A*= 35% (1,61 g/dl); «1 = 10% (0,46 g/dl); 
«2 = 14% (0,64 g/dl); 8 = 16% (0,74 g/ [dl); y = 25% (1,15 g/dl). f) 
Cirozd hepatică: proteine totale = 5,2 g/dl din care A = 33% (1,71 g/dl); 
al —4 (0,21 g/dl); «2 = 6% (0,31 g/dl); 8 = 15% (0,78 g/dl) y = 42% 
(2,68g/di) g) Mielom multiplu: proteine totale = 10,3 glàl din care 
A = 27% (2,78 g/dl) al = 4% (0,41 g/dl) ; «2 = 8% (0,82 g/dl); B = 94% 
(0,93 g/dl); y = 52% (5,35 g/dl). h) Hipogamaglobulinemia: proteine to- 
tale = 7,1 g/dl din care A= 59% (4,19 g/dl); «l= 6% (0,43 g/dl) ; 
«2 = 12% (0,85 g/dl); B = 18% (1,22 g/dl); y = 4% (0,28 g/dl). 
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tere a o antitripsinei, ay glicoproteinei acide, haptoglobinei, ceruloplas- 
minei si proteinei C-reactive, in timp ce albumina, transferina, pseudo- 
colinesteraza, precum si o si f lipoproteinele scad. Se constată totodată 
O crestere a fibrinogenului si o accelerare corespunzátoare a VSH-ului, 
care este, in mare másurá, dependent de nivelul fibrinogenemiei. Inhibi- 
torii activàrii plasminogenului cresc semnificativ, iar factorul stabilizator 
al fibrinei (factorul XIII) este usor diminuat. Modificări similare se 
întîlnesc nu numai în infecţii acute, dar si postoperator, in procese tu- 
morale sau după infarctul miocardic acut şi denotă reacţia organismului 
la distructiile tisulare. Nu s-a putut preciza încă pe deplin mecanismul 
prin care produsii de degradare tisulará declanseazá reactia de faza 
acuta (vezi si pag. 154). In orice caz, detectarea acestor modificári umo- 
rale contribuie la diagnosticul diferential al unor afectiuni. Astfel, in 
meningitele purulente, globulinele a si ay cresc foarte mult, în timp 
ce in.meningitele virotice, aceste modificári sint abia schitate. Globuli- 
nele a cresc de.asemenea in pneumopatiile de origine bacteriana, fiind 
nemodificate in pneumopatiile virotice. Este de notat faptul cá in bron- 
hopneumopatii grave, globulinele ag si fibrinogenul cresc, dar VSH-ul 
este adesea nemodificat. Aceastá discrepantà poate fi explicatá prin exis- 
tenta unei insuficiente respiratorii cu acidozá consecutivá, ducind la ma- 
rirea de volum a hematiilor si scázind astfel viteza lor de sedimentare 

b. Disproteinemia reactivá din inflamatia cronică este caracterizată 
prin creșterea reactivă a gamaglobulinelor, consecutivă proliferárii re- 
active a plasmocitelor. Agentul declansgator al acestei creşteri reactive 
este, de regulă, o infecţie cu evoluţie subacutá sau cronică. Cresteri deo- 
sebit de exprimate ale gamaglobulinelor sînt intilnite in. endocardita bac- 
teriană subacutá, colagenoze, boli hepatice cronice, tuberculoză, boala 
Kala-azar, limfogranulomatoza .benigná Nicholas-Favre, sarcoidoza. De 
regulă, creşterea- gamaglobulinelor nu depàseste in aceste disproteinemii 
reactive valorile de 35—-380/p, iar in cazurile cînd se ajunge la 409/, se 
poate bănui coexistenta unor leziuni: hepatice. Este de asemenea im- 
portant să se facă o distincţie între disproteinemia: reactivă in’ care cres- 
terea gamaglobulinelor interesează mai mult sau mai putin toate sub- 
fractiunile (IgG, IgA, IgM) si realizează, un aspect difuz, cu baza largă 
a fracțiunii gama la electroforezá si, pe de altă parte, creșterea omogenă 
în pisc a unei anumite subfractiuni gama, asa cum se intilneste în ga- 
mopatiile monoclonale. Creşterea gamaglobulinelor se însoţeşte de o po- 
 zitivare a testelor de labilitate coloidală a serului iar VSH-ul este acce- 
lerat în măsura în care coexistă o creştere a fibrinogenemiei. De notat 
că fibrinogenul şi alfa-2 globulinele cresc mai ales în cursul puseelor evo- 
lutive ale procesului cronic. Merită subliniată observaţia că în endo- 
cardita bacteriană subacută se constată o creștere a gamaglobulinelor, pe 
cînd în endocardita reumaticá. recidivantă predomină creşterea o» glo- 
bulinelor. 


c. Disproteinemia din pierderile de proteine pe cale renală, întil- 
nită în sindromul nefrotic, se caracterizează prin scăderea proteinelor 
totale, scăderea extrem de accentuată a albuminei si creșterea globuline- 
lor ag si f. În formele severe, scade si concentraţia gamaglobulinelor. 
Fibrinogenul plasmatic este, de regulă, crescut, constatîndu-se totodată 
o creştere marcată a colesterolului și lipidelor serice. Toate aceste mo- 
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dificári pot fi în mare măsură explicate “prin creşterea permeabilitátii 
filtrului glomerular fatá de proteine. De fapt, scáderea intereseaza în pri- 
mul rînd proteinele cu greutate moleculará mica, cum ar fi albumina, 
a,AT si transferina în timp ce proteinele cu greutate moleculară mare 
(a2 macroglobulina, fibrinogenul, lipoproteinele, IgM) cresc. Lipsa de eli- 
minare urinará nu poate explica insá cresterea in valori absolute a con- 
centratiei unora din aceste proteine cu greutate moleculará mare. Exista 
dovezi cà in sindromul nefrotic, sinteza unor proteine este mult acce- 
leratá. Pseudocolinesteraza sericá creste, ea fiind o enzimá cu greutate. 
moleculará mare, a cárei sintezá decurge paralel cu sinteza de aiku- . 
mină. Sinteza de gamaglobuline pare a fi diminuată în sindromul ne- 
frotic. Nu trebuie uitat cà în producerea disproteinemiei din sindromul 
nefrotic contribuie si © oarecare creștere a permeabilitatii endoteliilor 
capilare, care suferă din cauza hipoproteinemiei, ducind la o reducere a 
volumului plasmatic (vezi si pag. 155). | 

d. Disproteinemia din pierderea enteralá de proteine survine in 
enteropatia exudativá si reprezintá o exagerare patologicá a procesului 
fiziologic de eliminare, in tractul digestiv, a proteinelor plasmatice. S-a 
putut demonstra o crestere insemnatà a azotului fecal la acesti bolnavi 
iar in urma digestiei proteinelor exudate in tubul digestiv, rezultá o can- 
titate mare de aminoacizi, care, absorbindu-se, duce la hiperaminoacide- 
mie si hiperaminocidurie. Acest fapt denota cà proteinele eliminate se re- 
cupereazá partial sub forma de aminoacizi. Semnificativá este constatarea 
unci permeabilitati a tractului digestiv pentru substanţe macromoleculare 
(albumină marcată cu 111, polivinilpirolidonă). Se consideră, pe baza 
acestor date, că în patogeneza disproteinemiei din enteropatia exudativă, 
pierderea de proteine joacă un rol mai important decit perturbarea ab- 
sorbtiei. Se ajunge astfel la hipoproteinemie, dar aspectul proteinogra- 
mei diferă de cel întîlnit în sindromul nefrotic. In special ag si B glo- 
bulinele nu cresc așa de mult ca în sindromul nefrotic, iar hipercoleste- 
rolemia si hiperlipemia lipsesc. 

. e. Disproteinemia din afecțiunile hepatice îmbracă aspecte diferite 
si recunoaşte mecanisme patogenetice diferenţiate în funcţie de etio- 
logia si stadiul evolutiv al hepatopatiei. 

Modificările proteinogramei în hepatita acută sînt putin exprimate și 
necaracteristice si, în consecință, au o valoare diagnostică mai redusă 
în comparaţie cu creşterea impresionantă a transaminazelor. Se notează 
o scădere a albuminelor si o creştere moderată a gamaglobulinelor. Deşi 
este vorba de un proces acut, a, globulinele nu cresc în hepatita vi- 
rală acută. Aceasta se explică atit prin etiologia virală, cit si prin faptul 
că ap globulinele sînt produse chiar de ficat. Dintre testele de labilitate 
coloidală a serului notăm pozitivitatea bruscă a timolului în hepatita vi- 
rali acută. În sindromul posthepatitic, nivelul crescut al gamaglobuline- 
lor persistă şi se poate uneori accentua atrágind în acest fel atenţia asupra 
evoluţiei spre cronicizare. În hepatita cronică, aspectul disproteinemiei 
este acela de inflamație cronică, fiind caracterizat prin creșterea gama- 
slobulinelor. Ca si în alte inflamații cronice, creșterea gamaglobulinelor 
este difuză si se însoțește de o pozitivare a testelor de labilitate coloidală 
a serului. Disproteinemia este mult mai severă în cirozele hepatice, în- 
Zruct, în astfel de cazuri, la inflamatia cronică evolutivă se adaugă şi alte 
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mecanisme, cum ar fi pierderea de proteine in lichidul de ascitá si insu- 
ficienta functionalá a ficatului. Din acest motiv se produce o scádere mar- 
cata a albuminelor care, de regula, este asociatá cu O scádere a sintezei de 
pseudocolinesterazá. Procesul de degradare a gamaglobulinelor la nivelul 
ficatului este perturbat. Asa se explicá cresterea gamaglobulinelor la valori 
procentuale de peste 400, (2—2,5 g/dl). Evacuárile frecvente ale lichidului 
de ascitá pot intretine si agrava disproteinemia. De notat cà, Spre deo- 
sebire de hepatite cronice si ciroze, in angiocolite si in cirozele biliare, ni- 
velul «2 globulinelor este crescut. In stadiile de debut ale neoplaziilor. he- 
patice, electroforeza proteinelor serice are o valoare diagnostica redusă, 
dar in adenocarcinomul hepatic cu Groza la scáderea albuminelor si 
cresterea gamaglobulinelor se asociazá .adeseori O crestere a fractiunii 
aj. Metode imunologice permit evidențierea unei a, globuline fetale, 
alfafetoproteina, la bolnavii cu hepatom (vezi pag. 105). i 

f. Disproteinemia din gamopatiile monoclonale realizeazá un aspect. 
caracteristic cu o banda ingustá intens coloratá in domeniul gama şi care, 
la fotometrare, da aspect de pisc (vezi capitolul respectiv). 

g. Disproteinemia din hipogamaglobulinemii este usor de recunoscut 
constind in scáderca accentuatá a gamaglobulinelor in proteinogramà 
(vezi capitolul de imunodeficite primare). d : 

. Date din literatură se referă la asa-numitele disproteinemii prin de- 
fect, cauzate de un deficit al aparatului genetic responsabil de sinteza 
unei anumite proteine plasmatice. În principiu, fiecare din numeroasele 
proteine plasmatice poate fi afectată de un defect genetic. În prezentul 
capitol, astfel de defecte cum sînt analbuminemia, deficitul de 1 anti- 
tripsină, deficitul de transferină precum și deficitul de imunoglobuline 
au fost tratate.in legătură cu date privind structura si funcţia acestor 
proteine plasmatice. a 


11.4. ASPECTE ALE REGLĂRII SINTEZEI HEPATICE DE 
PROTEINE PLASMATICE 


Aşa cum s-a mai arătat, insuficiența hepatică se asociază cu scăcerea nivelului multor 
proteine plasmatice, iar observaţii experimentale, efectuite prin perfuzia ficctvlui izolat 
sau pe culturi de hepatocite, demonstrează că aceste celule constituie cel mai im] osti nt loc ce 
sinteză al majorității proteinelor din plasma. Fe de altă parte, in timp ce st'mulij si meccnitmcle 
care regleazá sinteza de imunoglobuline in limfocitcle B siin plasm ocite sint destul Cc temeinic 
Studiate (vezi pag. 132), se cunosc încă prea puţine detalii cu privire la reglarea sintezei de pro- 
teine in hepatocite. Observațiile clinice au sugerat însă de multă vicare că sciccrea nivelului 
plasmatic al unor proteine (de exemplu al albuminei) se poate datora nu numai unei reduceri 
a capacităţii de sinteză dar şi unor variaţii în Procesul de reglare a sintezei proteinelor. Un exem- 
plu tipic în acest sens îl constituie reacţia de fázá acută din cursul proceselor inik matorii scu 
postoperator, cind creșterea fibrinogenului, hy cntitiip sinci, inhibitoiilor, filrinclizei, e glico- 
proteinei acide, haptoglobinei, ceruloplasminei şi proteinei C, 1eactive seinsofeste Ce sciccea 
concomitentá a albuminei serice, colinesterazei, tr: nsicrinei, fictoiulvi XIII, stetilizetoa ¿1 
fibrinei, si a lipoproteinelor. 

Studii recente, efectuate prin conditionarea mediului de cultură a hey atocitelor, res] ectiv 
prin adaosul unor agenţi stimulanfi la mediu, au adus [1eciziii extrem de inta cesecnte. 

S-a demonstrat astíel cá sinteza hepatică de pi otiomtină este stin.vlată printr-un n.e- 
canism de feed-back pozitiv in care produşii de degradare ai acestui factor «1 coagulării actio- 
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neazá direct asupra hepato-itelor. In opoziție cu mecanismul direct arătat mai sus, sinteza he- 
patică de fibzinozen este reglată in mod indirect prin intermediul unei cái mediate de macro- 
faze: De fapt stimul1rea macrofazelor si respectiv a monocitelor cu produşi de degradare ai 
fibrinogenului, precum si cu endotoxine sau diverse lip opolizaharide duce la elikerarea, in medinl 
de culturá, a unor factori care, actionind apoi asupra hepatocitelor, determina o accelerare pro- 
nunfatá a sintezei de fibrinogen si al <: ntitrirsină, iar, într-o măsură mai redusă, stimulează si 
sinteza de antitrombiná III (39). S-au putut astfel identifica diverse monokine (citokine) elibe- 
rate din monocitcle stimul.te şi există Covezi după care fiecare din ele exercită efecte bine de- 
finite şi diferenţiate asupra hepato:itelor. Așa de exemplu, interlcukina-1 (IL-1) si factorul 
de necroză tumorală (TNF), considerat de unii autori ca fiind identic cu așa-zisa cogectiná 
(95), determină accelerarea sintezei hepatice de «l-plicoproteiná acidă, de haptoglobina si de 
proteina C, a com; lementului, in timp ce o a treia monokină, denumită factor de stimulare a 
hepatocitelor (HSF), determina creşterea sintezei hepatice a fibrinoge nului, a a, chimotripsinei 
si a ze macrozlobulinei. 

` Alte monokine, ca de exemplu interleukina-6 (IL-6), incă insuficicnt caracterizate 
biochimie, stimulează sinteza hepatică a al antitripsinei, ceruloplasminei, proteinei C reactive 
si amiloidului serie A. Nu există încă informaţii suficiente cu privire la agenții care deter- 
mină accelerarea sintezei de inhibitori ai fibrinolizei, așa cum sint inhibitorul activatorului 
plasminogenului (PAI) şi a2 inhibitorul plasminei (a2PI). Se ştie insă că toate monokinele 
amintite determină concomitent cu accelerarea sintezei proteinelor de îază acută, şi o redu- 
cere marcată a sintezei hepatice de albumină (97). 

De notat că hormonii glicocorticoizi reduc producția de monokine exercitind si pe această 
cale un efect antiinflamator. 

Pe baza experienţelor, efectuate pe culturi de cclule hepatice, s-ar părea că inducerea 
proteinelor de fază acută se realizează prin mecanisme variate si respectiv prin stimuli 
relativ specifici. 

Pe de altă parte, există observații după care sinteza hepatică de proteine ar putea 
fi accelerată şi prin mecanisme mai puţin specifice. Aşa de exemplu, pierderea urinară de 
prot-ine si scăderea consecutivă a presiunii coloidosmotice, survenită in sindromul nefrotic, 
determina o stimulare cu caracter ‘global a sintezei de proteine in dicat (98). Ca urmare, 
concentrația diverselor proteine din plasma bolnavilor nefrotici este o rezultantă a gradulut 
de picrdere urinară, pe de-o parte, şi a intensității accelerării compensatorii a sintezei hepatice. 
Astfel, nivelul plasmatic al proteinelor cu greutate moleculară relativ mică, așa cum sint 
albumina, transferina, al antitripsina si antitrombina III scade, în timp ce concentraţia 
celor cu greutate moleculară mare creşte. Asa este cazul cu fibrinogenul, fibronectina, factorul 
XIII, «2 macroglobulina, colinesteraza şi lipoproteinele. De notat cá pierderea urinará a 
proteinelor plasmatice depinde nu nuinai de greutatea moleculară relativ mai mică dar si 
de sarcina lor electrică. Astfel, desi au o greutate moleculară mai joasă decit albuminele, 
proteazele serinice dependente de vitamina E (protrombina, factorii VII, IX, X gi proteina 
C a coagulárii), dotate cu radicali y-carboxiglutamici și avind o puternică incárcare electro- 
negativă, sint respinse de capsula lui Bowman, iar pierderea lor urinară este mai puţin 
severă. În consecinţă, nivelul lor plasmatic nu scade, ci de multe ori chiar crește datorită 
stimulării globale a sintezei hepatice de proteine (19). 

Conform celor semnalate într-un capitol precedent (vezi pag. 43) în multe cazuri de 
hiperlipoproteinemie tip II b si IV, caracterizate de regulă printr-o accelerare a sintezei 
hepatice de lipoproteine cu densitate foarte joasă (VLDL), se constată nu numai o creştere 
a enzimelor de secreție hepatică cu posibile implicaţii în metabolismul lipidic, asa cum sint 
colinesteraza serică si lecitin-colesterol transferaza, dar si a altor proteine plasmatice produse 
de ficat, ca de exemplu, factorul XIII, fibronectina și factorii coagulárii dependenți de 
` vitamina K (20). Creşteri moderate, dar semnificative, se constată la astfel de subiecţi si 
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Fig. 2.21. Reprezentare schematic’ a unor mecanisme implicate in reglarca sintezei hepatice 
de proteine plasmatice. În unele situaţii, ca de exemplu în cazul protrombinei (II), sinteza 
proteinei este stimulată printr-un efect direct al produșilor săi de degradare asupra hepato- 
citelor. Alteori, ca de exemplu în cursul reacției inflamatorii, macrofagele stimulate eliberează 
diverse monokine (vezi textul) care determină accelerarea secreției unor proteine de fază 
acută asociată cu scăderea concomitentă a sintezei de lipoproteine, de albumină şi de coli- 
nesterază serică. În figură este indicată si posibilitatea unor stimulări mai nespecifice, ca 
de exemplu, prin hipotonia coloidosmotică (în sindromul nefrotic) sau în legătură cu accele-. 
rarea sintezei de lipoproteine în anumite tipuri de hiperlipoproteinemii. PDF — produși. 
de degradare ai fibrinei; CR P-proteina C-reactivă ; SAA-amiloidul seric A; MAT — «a, antitrip- 
sind, AT III-antitrombina 111, PAI — inhibitorul activatorului plasminogenului ` a, PI ag — inhi- 
bitorul plasminei; Fbg — fibrinogen; «Ma, macroglobulina; CHE — colinesteraza serică, 


d BS LCAT — lecitincolesterolaciltransferaza, 


in ceea ce priveste unele proteine considerate a fi „de fază acută”, cum sint fibrinogenul, 
componenta C, a complementului alantitripsina, inhibitorii fibrinolizei şi antitrombina 
III. Mecanismele care determină aceste modificări, afectind o serie de proteine plasmatice 
de secreție hepatică la bolnavii cu hipertrigliceride mie endogcná, sint încă neclucidate. 


În principiu, s-ar putea insă incrimina o reactivitate particulară a he patocitclor, mai 
susceptibile la diverşi stimuli sau agenţi inductori, cum ar putea fi hiperinsulinismul sau 
viteza accelerată de turn-over a acizilor graşi liberi $i a lipoproteinelor, Pe de altă parte, 
leziunile vasculare condiționate de hiperlipoproteinemie ar putea duce la activarea locală. 
a macrofagelor, iar produşii eliberaţi de aceste celule, acționind asupra unor hepatocite 
hiperreactive, ar determina și creșterea moderată a fibrinogenemiei si a inhibitorilor de pro- 
teaze (vezi fig. 2.21). 
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= O situaţie particulará a sintezei hepatice de proteine se intilneste in cursul colestazel. 


La astfel de bolnavi, aláturi de cresterea enzimelor indicatoare ale colestazei (fosfatazá alca- 
lind, .Y-glutamil-transferazá, 5-nucleotidază, leucinaminopeptidază), se constată si nivele plas- 
matice.crescute ale fibrinogenului, inhibitorilor de proteaze şi a unor factori ai coagulárii. 
Verigile intermediare intre retenfía de acizi biliari si modificárile amintite ale proteinelor 
plasmatice nu sînt încă elucidate. În orice caz, stimularea sintezei de proteine nu afectează 
albumina şi colinesteraza, al căror nivel scade in: colestaza severă 
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III. ENZIMELE ÎN PATOLOGIA CLINICĂ 
(Valoarea și limitele diagnosticului enzimatic) , | 


Determinárile activitátilor enzimatice in umorile organismului sau 
in diverse fesuturi constituie un important mijloc pentru detectarea si 
urmárirea evolutiei unor numeroase stári patologice. 

Pentru intelegerea modificárilor suferite de enzime in diverse boli 
este necesará o scurtá trecere in revista a unor. probleme cu caracter 
general privind notiunea de enzimá, localizarea intracelulará a enzimelor, 
clasificarea si mecanismul de actiune al enzimelor, factorii de care de- 
-pinde viteza. unei reacţii enzimatice şi principiile care stau la baza deter- 
minărilor enzimatice precum și mecanismele de activare, de degradare 
şi de eliminare din organism a diverselor enzime. Sint prezentate, de ase- 
menea, citeva noţiuni practice privind păstrarea serului utilizat pentru . . 
determinări enzimatice precum și posibilele surse de eroare. 


111. DATE GENERALE PRIVIND ENZIMELE 


Enzimele sînt proteine produse de celulele vii si dotate cu funcţii 
catalitice specifice. Ele catalizeazá reactii chimice care, in lipsa lor, ar 
putea decurge doar foarte lent sau la temperaturi ridicate incompatibile 
cu viata. In calitatea lor de- catalizatori, enzimele sint dotate cu urmá- 
toarele proprietáti: sint eficiente in cantitáfi mult mai mici decit sub- 
stantele pe care le transformá si care poartá denumirea de substrate; 
rămîn practic neschimbate la sfîrşitul reacției; nu modificá echilibrul 
unei reactii reversibile dar aceclereazá viteza cu care acest echilibru 
este atins. 

În calitatea lor de proteine, enzimele sint dotate cu toate caracteris- 
ticile legate de structurile compusilor proteici si pot fi separate si pu- 
rificate cu metodele utilizate in studiul proteinelor. O proprietate im- 
portantá a reactiilor enzimatice care au loc in celulele vii (in vivo) este 
aceea de a fi susceptibile de o reglare biologică, putindu-si crește sau 
limita activitatea in functie de necesitáti. Intrucit aproape toate reactiile 
biochimice sint catalizate de enzime specifice, e de presupus cá in or- 
ganism vor actiona o multitudine de enzime si, de fapt, cercetárile de 
biochimie au fost in másurá sá detecteze si sà izoleze noi si noi enzime. 
Asa, de exemplu, in 1973, Rodwell (35) mentiona 1500 de enzime 
identificate pentru ca, in 1982, Adolph si Lorenz (1) sá indice un nu- 
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măr de 2000 enzime descoperite dintre care 100: au fost obținute in stare. 
cristalizată. Greutățile moleculare ale enzimelor variază între 12.700, în - 
cazul ribonucleazei, şi 1.000.000 în cazul glutamat dehidrogenazei: 


111.1.1. CLASIFICAREA SI NOMENCLATURA ENZIMELOR 


Comisia: pentru enzime a Uniunii Internationale de Biochimie a pro- ` 
pus un sistem de denumire a enzimelor bazat pe următoarele criterii: 

A. Enzimele sînt împărţite în 6 clase principale (vezi. tabelul 3. 1) în 
funcţie de tipul reacției catalizate. 

B. Numele fiecărei enzime are două parti. Prima parte indică sub-. 
stratul sau substratele asupra cărora acţionează enzima. A doua parte a 
denumirii indică T: de reactie catalizata iar la sfirşit se adaugă sufi- 
xulazd. T ` 

ex Informatii suplimentare necesare pentru precizarea naturii si 
particularitátilor reacției catalizate pot fi date in paranteza. 

D. Fiecare enzimá are un numár de cod. Acest numár caracterizeazá 
tipul de reactie (prima cifrá) eventuala la subclasificare (urmátoarele doua 
cifre) si enzima individualá (a patra cifrá). Numárul de cod este prece- 
dat de initialele EC (Enzyme Commission). 

Asa de exemplu, creatinkinaza (CK) care catalizeaza reactia: 


ATP + creatina ER. ADP + creatinfosfat 


ar avea ca denumire stiintificá: ATP: creatinfosfotransferazá iar numá- 
rul de cod ar fi EC 2.7.3.2. (2 pentru clasa transferazelor, 7 pentru sub- 
clasa fosfotransferazelor, 3 pentru grupul de fosfotransferaze, avind ca 
acceptor un radical nitrogen, si 2 pentru locul enzimei in cadrul subgru- 


pei. 


. Conform aceluiasi principiu, o serie de enzime, determinate in mod 
curent in laboratorul clinic, asa cum sínt transaminaza glutamic oxa- 
laceticá (GOT) sau transaminaza glutamic piruvicá (GPT) ar deveni EC 
2.6.1.1. L-aspartat-2 -oxoglutarat aminotransferaza si ` respectiv ZE 
2.6.1.2. L-alanin-2-oxoglutarat aminotransferaza iar lactatdehidroge- 
naza (LDH) s-ar denumi EC 1.1.1.27 L-lactat-NAD oxidoreductazá. 

Întrucît utilizarea denumirilor ştiinţifice amintite îngreunează comu- 
nicarea rapidă între secţiile clinice (incluzind si personal mediu) şi la- 
borator, Comisia: de Enzime a-acceptat şi folosirea denumirilor „trivia- 
le“ în practica clinică. Aceste denumiri se limitează la indicarea sub- 
stratului urmat de sufixul azá (de exemplu, lipazá, amilază) sau a sub- 
stratului si a tipului de reacție. (de exemplu lactatdehidrogenază). În- 
trucit aceste denumiri uzuale sint inrádácinate in patologia clinică, le 
vom utiliza pe întreg parcursul acestui capitol. De asemenea am redat 
în tabelul. 3.2 prescurtările enzimelor cu aplicabilitate clinică. 
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Tabelul 3.2 : 


` Prescurtárl ale denumirilor enzimelor utilizate in diagnosticul de laborator 


Y | 7 00M —————————————————————————————— 


Eventuale denumiri utili- 


ati. | recomandată de EC | “ten trecut, Ja care incă | ge eod EC 
AcP Fostafaza acidă . j ' — 3.1.3.2. 
AIP Fosfataza alcaliná > ERR 
ALD Fructozo-bifosfat-aldolazá Aldolazá ` 4.1.2.13 
o-Amilazàá a-Amilază al SERGE 
A'TP-azá: Adenozintrifosfatazá ATP, monofosfatază 3.6.1.3. 
CHE Colinesterazá Pseudocolinesterazá 3.1.1.8. 
CK Creatinkinază Creatinfosfokinază (CPK) 2.7.3.2. 
GLDH Glutamatdehidrogenazá Glutamicdehidrogenazá 1.4.1.3. 
GOT (AST) Aspartataminotransferazá Transaminaza glutamic 216; 1.1 
i š oxalaceticá 
GPT (ALT) Alaninaminotransferazá Transaminaza glutamic 2.8.1.2; 
t i piruvicá 
G,P-DH Glucozo-6-fosfat dehidro- Dehidrogenaza esterului — 1149 
genazá Robinson 
y- GT Y-glutamiltransferazá Y Glutamiltranspeptidazá 2.3.22. 
x -HBDH Lactatdehidrogenazá ` a-hidroxibutirat 1.1.1.27 
izoenzima 1 dehidrogenazá 
ICDH Isocitrat dehidrogenazá Isocitric dehidrogenaza 1.1.1.41 
LAP Aminopeptidazá aladdin opéptid aza 3.4.11 ! 
LDH Lactat dehidrogenazá Lacticodehidrogenaza ` 1.1.1.27 
SDH Sorbitoldehidrogenaze 1.1.1.14 


L-iditol-dehidrogenazá 


Eh 


 HL1.2. STRUCTURA SI MECANISMUL DE ACT 
ENZIMELOR 


Perfectionarea metodelor de separare 
a permis obţinerea unor preparate purific 
de activitate specificà (unitati enzimà/mg 


IUNE ALE 


a proteinelor (vezi pag. 37) 
ate de enzime cu un maxim 
proteina) si chiar in stare cris- 
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talizata. Utilizindu-se tehnici, cum ar fi difractia razelor X de catre un 
cristal de protein-enzima şi fotomicrografia electronică, alături de ana- 
liza chimicá a compozitiei in acizi aminati si in legáturá cu determinári 
ale activităţii enzimei in funcţie de producerea unor anumite modifi- - 
cări, în respectiva compoziţie. s-au făcut mari progrese în înţelegerea 
structurii și mecanismului de acţiune ale enzimelor (35). 

Ca şi în cazul oricărei aite proteine, enzimele prezintă o structură 
primar corespunzind secventei aminoacizilor in lanţul. peptidic si o 
structurü secundará data de plierea lanturilor polipeptidice in urma for- 
mării de legături transversale (disu'fidice sau de hidrogen) între radica- 
lii laterali ai lanturilor amintite. Structura tertiará a unei proteinenzime 
se referá la posibilitatea aranjárii lanturilor rásucite de polipeptide intr-o 
anumitá ordine sub forma dé straturi sau fibre menfinute in contact prin 
forte interatomice slabe (forte Van der Waals). Asocierea unor subuni- 
táti similare sau diferite sub for mă de agregate conferă proteinei aşa-zisa 
structură cuaternară. 


Am prezentat aceste principii de organizare structurală a rotu: 
lor spre a facilita înţelegerea modului in care substratul: poate stabili le- 
gáturi cu diversii radicali aminoacidici din structura enzimei, aranjati 
spatial in aga fel incit să constituie un centru activ la nivelul cáruia are 
loc fixarea si modificarea moleculelor de substrat. 


Asa de exemplu, in cazul colinesterazei, zona activa contine acid glu- 
tamic, seriná si alanina. S-a sugerat cá la nivelul acidului glutamic (ra- 
deal acid COO^) se fixează gruparea bazicá a colinei (—N *(CH3)3), in 
timp ce serina, prevázutá cu un oxidril, stabileste o legáturá tranzitorie 
cu radicalul acid din structura substratului acilcoliná. Se ajunge astfel la 
desfacerea legăturii ester a substratului iar produsii de hidrolizá care re- 
zultá, respectiv colina si acidul gras, părăsesc zona activă a enzimei, care 
poate fixa o noua molecula de acilcoliná (vezi fig. 3.1). Ca un alt exem- 
plu menţionăm ca în centrul activ al transglutaminazei (factorul XIII 
stabilizator al fibrinei) se găseşte cisteina care, prin intermediul grupá- 
rii SH, stabileste o legáturá tioester (—CO—S) cu radicalul glutamina din 
tr-un monomer de fibrină. Într-o etapă următoare se desface legătura 
tioester stabilindu-se o legătură peptidică (—CO—NH-—) între mono nerul 
de fibrină desprins de pe enzimă și gruparea lizină a unui alt monomer 
de fibrină (1, 12, 35). 

Natura acizilor aminati din structura unei enzime are importanţă nu 
numai pentru determinarea centrului activ dar şi pentru formarea unor 
complexe cu rol în procesul de activare al enzimei. Așa de exemplu, 
factorii coagulării IT, VII, IX si X, avind în centrul activ aminoacidul 
serină și numiţi din acest motiv proteaze serinice, dependente d» vita- 
mina K, nu se pot activa în lipsa radicalilor — carboxiglutamici care nu 
intră în centrul activ dar care au rol de fixare a ionilor de calciu şi 
implicit de formare a complexelor cu fosfolipidele şi cu proteazele acti- 

vatoare ert permitind activarea zimogenilor prin. proteolizi limitată 
(vezi pas. 185). 

Modificárile conformationale care afecteazá structura secundara, ter- 
tiara sau cuaternară a proteinenzimei, induse, de exemplu, prin: căldură 
sau prin agenti oxidanti, duc la pierderea activităţii enzimatice. O serie 
de enzime conţin in structura lor şi grupări neproteice (de ex. metale sau 
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Fig. 3.2. Reprezentare schematic’ a formárii complexelor enzimá substrat. E = enzimá ; 
S = substrat; P = produs de reacție ; a) ipoteza tiparului rigid reprezentat de zona activa a 
enzimei in care substratul se potriveşte ca şi cheia în broască ; b) formarea complexului enzimă- 
substrat este condiționată de prezenţa coenzimei (CoE), iar la sfirşitul reacției, substratul mo- 
 dificat (Sm) si coenzima modificată (CoEm) se desprind de pe enzimă ; c) ipoteza modificări- 
lor conformationale ale enzimei în cursul fixării substratului. a 


vitamine) care sînt termostabile si dializabile. Termenul de „grup pro- 
stetic* utilizat pentru desemnarea acestor grupări neproteice tinde să fie 
înlocuit în literatura de specialitate cu cel de coenzimă. În acest fel 
sistemul enzimatic complet sau holoenzima constă din partea proteică 
apoenzima plus partea neproteică coenzima (1, 35). 

Aşa cum se poate vedea din fig. 3.1 si fig. 3.2, reacția enzimatică 
poate fi concepută ca avînd loc în două etape: formarea complexului 
enzimá-substrat, urmată de modificarea substratului si desprinderea pro- 
dusilor de pe enzimă. (1, 35). | z ! 

Zona activa a unei enzime nu trebuie conceputa ca un tipar prefor- 
mat si rigid in care substratul se potriveste ca si.cheia in broascá. De ' 
fapt cercetárile din ultimii ani au adus importante argumente in favoa- 
. rea ipotezei lui Koshland dupa care zona activa a enzimei ar fi dotata cu 
oarecare flexibilitate astfel incit substratul poate induce modificári con- 
formationale ale enzimei care ajunge „să se potrivească“ cu substra- 
tul (vezi fig. 3.2). 


111.1.2.1, SPECIFICITATEA UNEI REACȚII ENZIMATICE 

Spre deosebire de catalizatorii neproteici care accelerează o mare 
varietate de reacţii chimice, enzimele prezintă o specificitate de reacție 
şi o speetficitate de substrat. Prin specificitate de reacţie se înţelege ca- 
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pacitatea enzimelor de a cataliza doar un anumit Up de reac- 
tie (oxidoreducere, transfer, hidrolizá etc.). Specificitatea de substrat este 
mai relativá in sensul cá majoritatea enzimelor pot cataliza o anumità x 
reactie actionind asupra unor substrate inrudite din punctul de vedere al 
structurii. Asa de exemplu, colinesteraza hidrolizeazá o serie de esteri 
ai colinei (acetilcoliná, butirilcoliná, benzoilcolinà etc), avind insá o afi- 
nitate deosebită fata de butirilcoliná care este hidrolizatá mai rapid decit 
ceilalti esteri de coliná si reprezintà un asa-zis substrat preferential. De 
asemenca, fermentul fibrinolitic, plasmina, hidrolizeazá nu numai fibrina, 
dar si alte proteine cum ar fi cazeina, hemoglobina, factorii V si VIII ai 
coagulárii precum si unii esteri sintetici ai argininei si lizinei (12, 35). 
Dacá asa cum.s-a arátat, specificitatea de substrat este oarecum re- 
lativá, specificitatea de grup este insá strictă, intelegindu-se prin aceas- . 
ta faptul cà o anumitá enzimà actioneazá numai asupra unor grupári 
chimice particulare. Astfel, chimotripsina hidrolizeazá preferential legátu- 
rile peptidice in care gruparea carboxil este datá de un acid aminat aro- 
matic (fenilalaniná, tiroziná sau triptofan), iar trombina actioneazá numai . 
asupra legáturilor peptidice dintre argininá si: glicocol (12). | 
Există o specificitate optică, anumite enzime actionind doar asu- 
pra izomerilor D (de exemplu, enzimele glicolitice) sau doar asupra izo- ` 
merilor L (enzimele cu rol ín metabolismul acizilor aminati) precum si 
o relativá specificitate de coenzimá (35). -a 1 
Asa de exemplu, oxidoreductazele, care acționează in procesele de: 
biosintezá, tind sà utilizeze NADPH; ca reducător, in timp ce enzimele 
oxidoreductoare, cu rol important în procesele de degradare, utilizează 
de preferință NAD? ca oxidant (acceptor de hidrogen). 


111.1.2,2, PRINCIPII DE DETERMINARE A UNEI ACTIVITĂȚI ENZIMATICE 


Cantitatile extrem de mici de enzime din umorile organismului în- 
greunează măsurarea lor prin metode de dozare a proteinelor. Aşa de 
exemplu, colinesteraza serică, o enzimă cu activitate relativ puternică 
(vezi tabelul 3.3) se găsește în cantități de abia 10 mg/l, iar factorul VII 
al coagulării, o proteazá serinică, dependentă de vitamina K Si necesară ` 
pentru iniţierea coagulárii pe calea extrinsecá, se află în plasmă într-o 
concentraţie de sub 1 mg/l. Din acest motiv dozarea enzimelor se bazează 
pe determinarea ‘activitatii lor, adică pe capacitatea de a cataliza o anu- 
mită reacţie. De fapt, în condiţii optimizate, viteza unei astfel de reacţii 
este proporțională cu cantitatea de enzimă prezentă în mediu. 

Din cele arătate se poate considera că: 

a) Exprimarea activităţii unei enzime se face pe baza vitezei reac- 
fiel catalizate (adică cantitatea de substrat modificat pe unitatea de 
timp); | "M. | 

b) Pentru obtinerea de rezultate corecte este necesară găsirea con- 
diţiilor optime de activitate a enzimei, respectiv a temperaturii optime, 
un pH optim, o concentraţie adecvată a substratului și a eventualelor 
coenzime necesare precum si absenţa inhibitorilor (1). 
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Tabelul 3.3 
Valori normale (pentru adulţi) ale activităților. unor enzime serice cu importanţă di- 


agnostleá. Încercările. de a echivala vechile unităţi cu U/l obținute prin metode optimizate 
nu sint recomandate. ` j * | 


m 


Valori normale 


Enzima . n f ; | | Alte unităţi folosite 

OR | Uu: în sistemul Katal | încă în unele labora- |. 

4i: i toare ` 
Aspartataminotransfera= |. Am UE | ' a 

za (GOT, AST) .... | 12. DI <200 nKat/l. 


^. (optimizat) <6 UL <267 nKat/l «33 u Wroblewski . 
Alaninaminotransferaza i T "Tw T TAS ah? 
(GPT, ALT): <12 U/l «200 nKat/l <33 U Wroblewski .. 

» (optimizat) . | <18 U/l “| «300 nKat/1 Em 

"Co States ` e 
r - ; His MO i à fy E barby 

Creatinkinaza (CK) = | '<50 U/I «833 nKat/l A ; 

(optimizat) .. ,[«80Ufln .. - «1333 nKat[ ` | Le 

Lactatdehidrogenaza’ |120—240 U/I 2000—4000 nEat/1 | 

(LDH) ua! Y 

x-Amilaza NU | ( l | 

(substrat maltoheptozá) <100 U/l < 1667 nKat/! <200 unități amila- 
zice (Smith —Roe) 

x-Amilaza 50—300 U/1 833—5000 nKat/l | <160 unităţi Somogyi 

(substrat amilozá) E < 50 unități Street- 
Close 

Fosfataza alcaliná . 20— 48 U/l 333—800 nKat/1 5—13 U King—Arm- 

l Sr I ; -| strong ` è 

» (optimizat) pe 60—170 U/l 1000—2833 nKat/1| 2—4 U Bodansky 
Fosfataza acidă (totală) | <mun |< nKat/l ` 1—3 U King— Arm- 

i strong ‘ 

d (prostatică) <4 U/l <67 nKat/l 0,1—0,9 U Bodansky 
y-glutamiltransferaza 4—21 U/l 67 —350 nKat/l 
Colinesteraza ' ' ; 
(substrat acetilcoliná) 1900—3800 U/1 31,7—63,3 uKat/l | 150—250 umol/|ml/h 
Colinesteraza ) i: 


(substrat butiriltiocoliná) 3000— 9300 DI 50— 155 uKat/1 


RET ETE Lake 


(De la Huerga). 


Glutamatdehidrogenaza ^| <4U/1 "| 67 nKat/l 
(GLDH). A | 

Lipaza O3 Ta 
(substrat trioleină) :<200 U/l <3333 nKat/l 


111.23. EXPRIMAREA REZULTATELOR. UNITĂȚI ENZIMATICE 


- Conform definiţiei date de către Uniunea Internaţională de -Bio-. 
chimie, o unitate enzimatică (U) catalizează transformarea unui micromol- 


de substrat în decurs de un minut în condiţiile standard recomandate. 

În laboratoarele clinice se obișnuiește ca activitatea enzimatică să se 
raporteze la 1 ml sau la 1 litru de ser sau. plasma. În- consecinţă, ex- 
primarea. se poate face sub formă de mU/ml sau U/l Din punct de 
vedere numeric, termenii de mU/ml sau U/l sint identici, dar cel de 
U/l este mai frecvent utilizat. 


In ultimii ani, se discutá pe plan international adoptarea: termenu- 


lui de „Katal“ ca unitate de activitate catalitică. În acest sens, un katal 


ar reprezenta activitatea. enzimatică capabilă sá transforme un mol de 


substrat in decurs de o secundá (kat — moli/sec). Este evident cá pentru 
exprimarea activităților enzimatice investigate în laboratorul clinic se 


face raportarea la litru de plasmă sau ser iar, pe de altă parte, spre a. 


se evita utilizarea numerelor subunitare se recurge la subunități. ale 
katalului şi anume microkatal (uKat) sau nanokatal (nKat). Transforma- 


rea din U/I în pKat/l se face împărțind U/l la 60 (1 minut = 60 secun-. 


de). Asa de exemplu, o activitate AST de 16 U/ devine 0,266 uKat/l si, 
respectiv, 266 nKat/l (1). Í 
Acest mod de exprimare nu este insá unanim acceptat si in multe 
reviste de specialitate rezultatele sint prezentate ca U/1. — . e 
In-lipsa unor reactivi standard optimizati este iluzoriu sá se vor- 


bească de valori normale valabile pentru toate laboratoarele, întrucît 


mici modificári in tehnica de lucru produc variatii mari ale valorilor 
activitátii enzimatice. Pentru orientare redám in tabelul 3.3 valorile con- 
siderate ca normale in literatura de specialitate obtinute, de regula, cu 
reactivi optimizati, atrágind insá atentia cá aceste valori nu trebuie ab- 
solutizate si cà fiecare laborator clinic trebuie sá-si stabileascá valorile 
normale in conditiile de lucru care ii sint accesibile. 


11L.1.2.4. FACTORI DE CARE DEPINDE VITEZA UNEI REACŢII ENZIMATICE 


Dată fiind structura proteică a enzimelor, activitatea acestora este 
influenţată de toţi factorii care modifică starea coloidală a proteinelor. 
Astfel de factori sînt concentraţia ionilor de hidrogen (pH), temperatura, 
natura chimicá a' tampoanelor utilizate si prezenta in mediu a unor 
substante care denatureazá proteincle. | : E 

Pe de alta parte, tinindu-se scama de mecanismul reactiilor enzi- 
matice care implicá formarea complexelor enzimà substrat (vezi fig. 3.2), 
este clar ca viteza unor astfel de reactii depinde si de concentratia sub- 
stratului, de prezența coenzimelor precum si ‘de eventuala interventie a 
unor inhibitori sau activatori. 

Efecte dependente de pH. Ca orice proteine, enzimele prezinta la 
suprafata lor numeroase grupári ionizabile care pot reactiona cu ionii de 


"P 


H+ sau OH-. Prin urmare, orice modificare de pH se repercuteazá asu- - 


pra stării de ionizare a moleculei de enzimă inclusiv a centrului sáu ac- 
tiv, ceea ce are influentá asupra capacitátii sale de a fixa substratul. 
De notat cà modificárile de pH se pot repercuta si asupra stárii de io- 
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nizare a substratului (35). Fiecare enzimá are un pH optim la care reactia 
catalizatá decurge cu vitezá maxima. Pentru majoritatea enzimelor, acest 
pH este apropiat de cel fiziologic, situindu-se intre 6,9 si 7.7. De notat 
însă cá anumite reacţii enzimatice pot decurge pînă la capăt in vitro doar 
atunci cînd ionii de hidrogen formati în cursul reacției pot fi îndepărtați, 
respectiv doar dacă mediul este în domeniul alcalin. În astfel de reacții, 
se folosește pH-ul optim al reacției şi nu cel al enzimei. Așa de exemplu, 
activitatea optima a colinesterazei decurge între pH 8 și 9, asigurindu-se 
astfel tamponarea acizilor eliberați prin hidroliza acilcolinei. Pe de altă 
parte, activitatea fenoloxidazică a ceruloplasminei decurge în condiţii op- 
_ time la pH 5,5, iar cea a pepsinei la un pH mult mai acid, corespunzind 
sucului gastric în perioada de stimulare a secreției. w Ga. 
Efectul temperaturii. Ca si in orice reactie chimicá, viteza reactiilor 
enzimatice se acelereazá prin creşterea temperaturii. Peste o anumită 
limita de temperatura, denumitá temperatura criticá si care variazá de 
la enzimá la enzimá, componenta proteicá se denatureazá si activitatea 
enzimaticá inceteazá. Desi inactivári evidente ale enzimelor survin, de . 
regula, la temperaturi de peste 60°C, un oarecare proces lent de denatu- 
rare incepe deja la temperatura de 37—40°. Aceste observatii i-au facut 
pe unii enzimologi sà recomande ca másurátorile de activitate enzima- 
ticá in vitro sa se facá la temperaturi de 30°C sau chiar la 25°C cind, 
desi reactia decurge mai lent decit la 37°C, ea este perfect liniará (vezi 
fig. 3.3.). In orice caz, odată stabilită temperatura de lucru, este im- 
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Fig. 3.3. A. Relaţia dintre temperatură (pe abscisă) si activitatea enzimaticá (in 95 din acti- 
vitatea maximă pe ordonată). Creşterea inițială este urmată apoi de o scădere a activității da- 
toritá inactivárii enzimei. B. Dinamica unei reacții enzimatice în funcţie de temperatură. Pe 
abscisă ; timpul in minute; Pe ordonată: extinctia (dată de acumularea în mediu a produșilor 
de reacţie). Se poate vedea că la temperaturi sub 30°C, reacția decurge liniar. La temperatura 
de 40°C, desi initial reacția este deosebit de rapidă, se constată deja o îndoire a curbei denotind ` 

|" un oarecare grad de inactivare a enzimei cu trecerea timpului (1,35). — 


We 


é =S 


Fig. 3.4. Reprezentarea 'schematicá a dife- 


ritelor rapoarte posibile între concentrația ` 


enzimei (E) si a substratului (S). Dupá Rod- 
well (20) simplificatá. A. La concentrafii 
joase de substrat doar o parte din molecu- 
lele de enzimá fixeazá substratul iar acti- 
vitatea enzimaticá decurge neeconomic. B. 
La concentrații ridicate de substrat, toate 
moleculele de enzimă sînt combinate cu sub- 
stratul, reacția decurgind cu viteză maxi- 

i mală. ; 


Fig. 3.5. Relatia matematicá dintre concen- 
tratia substratului (S) pe abscisá si viteza 
reactiei enzimatice (V) pe ordonatá. Se ob- 
servá cresterea progresivá a v de la A la C 
odat& cu cresterea [S] pind la atingerea 
unei viteze maxime (V) „după care o creştere 
in continuare a concentrafiei substratului 


„nu mai accelerează viteza de reacţie. Punc- 


tul B de pe curbă corespunde unei viteze 
egale cu jumătate din viteza maximală (res- 
pectiv V/2). Ducind o perpendiculară din 


punctul B pe abscisá se poate afla constan- 
ta Michaelis (Km) reprezentind concentrația 
de substrat la care v = V/2. 


portant ca ea sá fie respectatá cu strictete in cursul determinarilor. Amin- 
tim în acest sens cá o creştere a temperaturii cu 1°C poate crește acti- 
vitatea enzimatică cu +2,5 pînă la +20 in funcţie de enzima deter- 
minatà. j : i ! | 
Este, de asemenea, important de ştiut cá scăderea activităţii enzi- 
matice la temperaturi joase nu se însoţeşte de modificări structurale si, . 
respectiv, de o denaturare a enzimei. Dimpotrivá, stabilitatea structurii 
enzimei este promovatá la rece si din acest motiv serurile, a cáror acti- 
vitate enzimaticá urmeazá a fi testatá, sau reactivii continind enzime 
se păstrează, de regulă, la +4°C iar în anumite cazuri particulare la 
temperaturi sub 0°C (1). ` Ë ger Zen Ligen? 
Efectul concentratiei substratului. Asa cum reiese din fig. 3.4, san- 
sele de formare a complexului enzimă-substrat sînt reduse în cazul unei 
concentraţii joase de substrat şi cresc progresiv o dată cu creşterea con- 
centratiei substratului. Paralel cu favorizarea formării complexului en- 
zimă-substrat are loc si o accelerare a procesului catalitic, așa cum se 
poate vedea în fig. 3.5. Relaţia matematică dintre concentraţia substra- 
tului și viteza unei reacții enzimatice a fost exprimată prin următoarea 


1173 


ecuatie stabilità de Michaelis si Menten: 


LAE TS 
Rm + [S] 
În care v = viteza de reacție; V = viteza maximă la care poate 
ajunge reacţia; [S] = concentratia substratului; Km = constanta lui 


Michaelis (vezi fig. 3.5). Pentru a transforma curba hiperbolică a rela- 
Dei dintre v si [S] într-o dreaptă s-a convenit ca aceşti parametri să 
fie exprimati prin valorile lor reciproce, adică: 1/v si 1/[S], ajungindu-se 
astfel la ecuaţia: "que 


Km 1 LS] 


1  Km-[S) 1 
v VIS] ev V [5] VIS] 
care prin simplificare devine: 
Km 1 


Avindu-se in vedere cá doar v si [S] sint variabile, in timp ce Km 
si V sint constante pentru o anumitá pereche enzimá-substrat, ecuatia de 
mai sus este de tipul y = ax + b, care dà o reprezentare graficá lincará, 
aşa-zisa reprezentare dublu reciprocă imaginată de Lineweaver si Burk: 
(vezi fig. 3.6). vetta Sei * | | | 
.' Pe baza acestei relaţii si efectuind 4—5 determinări de activitate... 
enzimatică la concentraţii diferite. de substrat, se poate calcula constanta 
TR | LIE o ` Michaelis (Km) care are impor- 

| | tante aplicatii practice, dind in- 
, dicatii privitoare la concentra- 
: Ha optimă de substrat ce ur-. 
meazá a fi utilizatá in deter- 
minárile de rutina. De regula, 
concentraţia de substrat tre- 
buie sá fie cel putin de zece 
. ori mai ridicatá decit valoarea 
lui Km. | e 
Valoarea Km pentru dife- 
rite perechi de enzima-substrat 
oscilind între 107? si 107? mol/1, 
furnizeazá si,relatii cu privire 
la afinitatea unei enzime fata 


A Jui mar 


Fig. 3.6. Reprezentarea dublu reciprocá (Linewe- 
aver-Burk) a relației dintre 1/[S| (pe abscisă) gi 
1/v (pe ordonată). Punctul in care dreapta intre- 
tale ordonata constituie o măsură a valorii reci- 
proce 1/V, iar locul de intretáiere al abscisei repre- 


zintă valoarea —1/Km. Prin utilizarea valorilor | 


reciproce (vezi textul). se ajunge ca relația să poată 

fi reprezentată printr-o dreaptă care indică în ce 

măsură scăderea [S] si deci creșterea valorii 1/ [5] 

duce la o scădere a V, respectiv o creştere a valo- 
rii lo. > 
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de un substrat. Asa de exem- 
plu, o.valoare crescutà a Km, 
indicind cà V maz/2 este 
atinsă doar la concentraţii re- 
lativ ridicate de substrat, indi- 
cá o afinitate redusà a enzimet 
fata de substrat sau prezenţa 
unui inhibitor competitiv (vezi 
pag. 177). Invers, o valoare Km 
redusă indică o afinitate cres- 


cutá a enzimei fata de substrat si, implicit, o vitezá de reactie accelerata. 

Menţionăm si posibilitatea, mai rar íntilnitá, a inhibării. unei reacții 
enzimatice printr-un exces de substrat. Ín astfel de situatii, curba rela- 
Dei dintre v si [S] are formă de clopot si nu. poate atinge un V max. — 


Explicatia comportárii descrise pare si fie data de formarea unui 
complex ES de o anumita maniera care nu favorizeaza procesul catalitic 
(vezi fig. 3.7). 


Rolul coenzimelor. Aşa cum s-a arătat (vezi pag. 168), o serie ery en- 
zime isi exercitá efectul lor catalitic doar in prezenfa unor anumite mo- 
lecule organice neproteice (termostabile si dializabile) denumite coenzime. | 
Se stie astăzi că prezenţa coenzimelor este necesară In special pentru acti- 
vitatea enzimelor din clasa oxidoreductazelor, transferazelor, izomeraze- 
lor si ligazelor (clasele 1, 2, 5, 6), in timp ce hidrolazele si liazele (clasele 
3 si 4) nu necesita coenzime (35). 


Pe de alta parie, coenzimele avind, de cele mai multe ori, in compo- 
zitia lor vitamine din grupul B pot fi impartite in doua categorii: 


1) Coenzime implicate in procesele de oxidoreducere (transfer de Ht); 

2) Coenzime implicate 1 in transferul altor grupe decit H+. 

În prima grupă se includ nicotinadenindinucleotidul (NAD)! si o LK 
fosforilata a acestuia (NADP) (continind in structura lor vitamina PP); 
riboflavinmononucleotidul (FMN) si flavinadenindinucleotidul (FAD), am- 
bele continind, in structura lor, riboflavina (vit. B>); tot în această grupă 
se includ acidul lipoic (acid 6-8-ditiooctanoic) care, prin grupárile tio- 


lice. ( —SH), .poate deveni donator 
sau acceptor de H, precum si co- 
enzima Q, o chinoná care inter- 


vine in procesele de fosforilare ` 


oxidativa. 


Din a doua grupă de coenzi-, 
me fac parte adenozintrifosfatul ` 
(ATP) si substantele inrudite, pre- 
cum si zaharidele fosfatate cu rol. 


in transferul de grupári fosfat, vi- 
tamina Bı. (tiaminpirofosfat), cu 
rol in reactia de decarboxilare a 
acidului piruvic si vitamina Bg 
(piridoxalfosfatul), cu rol in reac- 
tiile de transfer a grupărilor ami- 


no (aminotransferaze) sau transa- 


minare. Tot in aceasta grupa se 


„includ coenzima A, conținînd in 


structura ei acidul pantotenic si 


intervenind în transferul de radi- 
cali acetil, precum şi acidul folic © 


si vitamina Bo, cu rol in transfe- 
rul grupărilor cu un atom de car- 
bon, cum ar. fi grupul. formil 
(CHO), formiat (HCOOH) sau hi- 
Jroximetil (CHOH). 


a. 


substrat (acetilcolinà ) ` 


tor AO | 
ENZIMA (Acetilcolinesterazá) 
-—2molecule - 
b. | de substrat 
«bipolar 


os E. 
i ENZIMA (Acetilcolinesteraza ). 


Fig. 3.7. Inhibitia unei reacţii enzimatice prin 
exces de substrat, în cazul unei enzime cu un 
centru activ alcătuit dintr-o grupare  anionică. 
şi una esterolitică (in acest caz acetilcolineste-- 
rază) şi a unui substrat bipolar (acetilcolina) : 

a) în cazul unor concentraţii optime de substrat 
acesta se aliniază la centrul activ al enzimei pu- 
tind fi hidrolizat ; b) în cazul unui exces de mo- 
lecule bipolare de substrat va exista posibili- 


„tatea formării unor complexe in care substratul 


nu este Set in mod favorabil procesului 
: de hidroliza. 
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Pentru înţelegerea mecanismului de acţiune al coenzimelor este im- 
portant de reamintit ca aceste substante pot fi considerate ca un al doilea 
substrat, respectiv, un cosubstrat, suferind modificári concomitente cu 
substratul. Asa de exemplu, ín reactiile de oxidoreducere o moleculà de 
substrat se oxideazá (se dehidrogeneazá), in timp ce o moleculá de co- 


enzimá se reduce (se hidrogeneazá). 


OL hii | 
VA I i 0/2 
HC—OH-FNAD ———— C=0+NADH+ Ht 
| T Pipe AT, 
CH; = @HFi 5e 
lactat | piruvat 


Mai menţionăm că în reacţiile de transaminare, . piridoxalfosfatul 
(vit. Bg) acţionează ca un transportor intermediar al grupărilor amino in- 
tre doi aminoacizi. | | | 


L-alaviná < f piridoxalfosfat ——> ylutainat 

piruvat ` E e ate ee 

Rolul unor metale. In multe cazuri, diverse metale exercitá un efect 
de favorizare a reactiilor enzimatice. Asa de exemplu, Fe, Mo si Cu par- 
ticipá mai ales in reactiile de oxidoreducere (Fe in catalazá, peroxidaza 
$i citocromi; Cu ín oxidaza acidului ascorbic si tirozinazá; Mo in xan- 
tinoxidază). Ionii de Mgtt sînt necesari in toate reacţiile care asigură 
transferul grupării fosfat, iar ionii de Catt în procesele de activare a fac- 
torilor coagulării precum si în anumite procese de fosforilare. Se stie, 
de asemenea, cá o serie de peptidaze sînt activate de Mntt, Znt+ sau 
Catt. Subliniem că Zn intervine în numeroase alte reacţii enzimatice (de 
exemplu, alcooldehidrogenaza, fosfataza alcalină, anhidraza . carbonică, 
glutamat dehidrogenază) si că efectele carentei în oligoelemente, asupra 
cărora se insistă în literatura ultimilor ani, se exercită probabil tocmai 
prin anomalii în modularea reacţiilor enzimatice (1,35). | 

S-au sugerat diferite mecanisme prin care metalele ar putea in- 
fluenta reacţiile enzimatice: ` det - | 

. 1) Participarea directa a ionilor de metal in catalizá prin schimbári 

de valentá în cursul reactiei de oxidoreducere si a transportului de elec- 
troni (de exemplu, Fe in citocromi). 

2) Formarea de complexe cu substratul (de exemplu, adeváratul sub- 
strat al reacției de fosfotransferare este complexul Mg++ ATP?-). [ 

3) Formarea unor metaloenzime care leagá apoi substratul intr-un 
complex enzimá-metal-substrat (de exemplu, ionii de calciu asigurá for- 
marea unui complex intre fosfolipide, enzima activatoare Xa si zimoge- 
nul activabil, respectiv protrombina care, în cazul de față, joacă rol de 
substrat. 
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4) Inducerea unor modificári conformationale care duc la activarea 
enzimei sau ii mentin o structurá tertiará sau cuaternará activa (de exem- 
plu Zntt in alcooldehidrogenaza hepatica). 

Metalele pot exercita insá si efecte negative putind transforma en- 
zima intr-o forma inactivà. Asa de exemplu, grupárile SH din centrul 
activ al transglutaminazei (factor XIII) pot fi blocate de cátre metale 
grele, cum ar fi Hg, ducind la inactivarea consecutiva a enzimei (12). 


Efectul inhibitorilor de enzime. In literatura de specialitate exista 
tendinţa de a face o distincţie între așa-zișii „modificatori“ ai unei reac- 
tii enzimatice, care pot fi reglatori fiziologici ai proceselor metabolice si 
sint reprezentaţi de molecule care survin în mod normal într-un orga- 
nism viu, si „inhibitorii nefiziologici“, respectiv moleculele străine, care 
afectează calitatea enzimei in vivo si in vitro. | 

Din punctul de vedere al mecanismului de acţiune, toti inhibitorii (fi- 
ziologici.si nefiziologici) pot fi împărţiţi în două mari grupe: inhibitori 
competitivi şi inhibitori necompetitivi. O altă modalitate de clasificare a 
inhibitorilor tine seama de locul lor de acţiune, distingindu-se inhibitori 
care acționează asupra centrului activ al enzimei si inhibitori alosterici 
care afectează funcţia enzimei actionind într-o altă zonă a moleculei de 
proteinenzimă. | 

Inhibitorii competitivi sînt substanţe cu structură chimică asemănă- 
toare substratului (analogi chimici ai substratului) şi concurează cu acesta 
pentru ocuparea centrului activ al enzimei (zona catalitică). Astfel, in loc 
să se formeze complexul enzimă-substrat (ES), se formează un complex 
enzimă-inhibitor competitiv (EI) (vezi fig. 3.8). Ca urmare a acestei com- 
petiţii, şansele formării complexului ES scad si implicit activitatea en- 
zimaticá se reduce. Dacă însă se creşte mult concentraţia substratului [S], 
mentinindu-se constant nivelul inhibitorului [I], se amplificá sansele for- 


B. ey o) o 


ses — >E+P 


Fig. 3.8. Competiţia dintre substrat (S) si inhibitorul competitiv ` 

(I) pentru centrul activ ai enzimei (E). A) În cazul unei concen- - 

trafii relativ reduse de substrat şansele inhibitorului (cu structură 

oarecum similară substratului) de a ocupa centrul activ al enzimei 

sint mari. B) Aceste șanse ale inhibitorului competitiv se reduc mult . 
o dată cu creşterea concentrației substratului. 


]2 — Biochimie. Aplicaţii clinice š 177 


Fig. 3.9. Reprezentarea dublu reciprocá a relatiei dintre 
concentrafia substratului si viteza unei reactiie nzimatice 
în absența și în prezența unui inhibitor competitiv sau a 
unui inhibitor necompetitiv. a) Inhibitorul competitiv nu 
modifică viteza maximă de reacţie 1/V fiind identice în 
prezenţa sau in absența inhibitorului. Pe de altă parte 
1/K m are o valoare mai mică, respectiv Km are o valoare 
mai mare în prezența inbihitorului competitiv. Cu alte 
cuvinte pentru ca reacția enzimatică să decurgă cu 
aceeaşi viteză este nevoie ca, în cazul prezenţei inhibito- 
rulul competitiv, concentrația substratului să fie mai 
mare. b) Inhibitorul necompetitiv nu modifică valoarea 
1 1 
> y respectiv 


Km dar reduce viteza maximă —— 

D 

Vi < V; așadar, in prezenţa inhibitorului necompetitiv, 

viteza de reactie este mai scázutá chiar dacá concentra- 

tia substratului crește atit de mult incit 1/[S] tinde 
y cátre 0. 
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“mării complexului ES iar 


efectul inhibitor diminua. 
In astfel de conditii, vite- 
za de reacţie este aceeasi 


“ca si in lipsa inhibitoru- 


lui, caracteristică fiind 
însă o creştere a valorii 


Km (vezi fig. 3.9). Ca 
„exemplu. de 
. competitivi se citează sul- 
famidele care.sint analogi 
„chimici ai acidului para- 


inhibitori 


aminobenzoic  (vezi fig. 
3.10). La 0 serie de micro- 


organisme, ‘acidul ;folic se 


formează pe cale enzima- 


„tică din acid p-aminoben- 


zoic . iar . antagonizarea 
competitiva a acestui pro- 
ces s-a dovedit a fi fatala 
pentru respectivele micro- 


. organisme. De.notat cà or- 


ganismul uman este lipsit 


„de enzimele necesare pen- 


tru formarea acidului fo- 
lic din acid p-aminoben- 
zoic, procurindu-si acidul 
folic din alimente. Ca ur- 
mare, sulfamidele nu ac- 
tioneazá ca un inhibitor 
competitiv al sintezei de 
acid folic in organismul 


uman. 


Pe de altă parte, ana- 
logii chimici ai acidului 
folic, ca de exemplu ami- 
nopterina (acid 4-amino- 
folic). și amethopterina 


` (methotrexat, acid 4 ami- 


no-N!0_metil folic) inhibă 
competitiv dihidrofolatre- 
ductaza și implicit sinteza 
bazelor purinice și deci a 
acizilor nucleici. Efectul 
antimitotic si respectiv cel 
antitumoral al antagonis- 
tilor acidului folic isi ga- 
Sesc astfel o explicație 
prin mecanismul amintit 
al inhibitiei competitive. 


Un alt exemplu al in- 
hibitiei competitive este . 
dat de fizostigminá care H2N CUO} 
inhibă acetilcolinesteraza 
datorită structurii sale si- Acid poroominobenzoic 
milare cu acetilcolina. 


Sulfomidă 

Există, de asemenea, do- Fig. 3.10. Analogia între structura chimică a 'aciculu 
vezi că dicumarinicile in- paraaminobenzoic şi cea a unei sulfamide Ze, ` 
hibă coagularea datorită i 
structurii lor oarecum asemănătoare cu vitamina K. Aceste „antivitami- 


“ 


ne K“ se substituie vitaminei mentionate in sistemul enzimatic al carbo- 
xilazei hepatice care, in conditii normale (adicá in prezenta vitaminei K), 
duce la formarea radicalilor y-carboxiglutamici cu rol in fixarea calciului 
si necesari pentru ca factorii II, VII, IX si X ai coagulàárii sà devina ac- 
tivabili (12, 14). l 

Lista inhibitorilor competitivi cu importanță pentru medicina clinică 
este destul de lungă. Amintim doar că recent descoperitii inhibitori ai 
HMG-CoA reductazei, si deci ai sintezei de colesterol, acționează tot prin- 
tr-un mecanism competitiv avînd o structură similară cu f-hidroxi-f-me- 
til glutaril-CoA, substratul enzimei amintite (vezi si pag. 71). 

Inhibitorii necompetitivi nu au o structură similară cu substratul si 
nu concurează cu acesta pentru ocuparea zonelor active ale enzmei. Efectul 
unor astfel de inhibitori nu diminuă prin creșterea substratului și, în 
consecinţă, valoarea Km nu este afectată, în timp ce Vmax este diminuată 
(vezi fig. 3.9). Se cunosc inhibitori necompetitivi reversibili care se pot 
desprinde de pe enzimă și inhibitori necompetitivi ireversibili care con- 
stituie adevărate „otrăvuri“ ale enzimelor. Între aceştia din urmă se nu- 
mara iodoacetamida, săruri ale metalelor grele (Ag++, Hgt+), agenti oxi- 
danti etc. (35). 

Un mecanism particular prin care se poate ajunge fie la inhibitia | 
fie la activarea enzimelor este realizat de efectorii alosterici. S-a consta- 
tat că o enzimă poate avea cel puţin două zone diferite capabile să fixeze 
metabolitii: o zonă activă: (centrul activ), care fixează substratul, si o 
zonă alosterică (alos — alt; stereos = spaţiu), la nivelul căreia se poate 
fixa un modificator al reacției. Asa cum se vede din fig. 3.11, fixarea 
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Fig. 3.11. Reprezentarea schematicá a inhibitiei alosterice. Pátrunderea inhibi- 
torului I in zona alostericá modificá afinitatea enzimei E fafá de substratul S. 
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unei substante in zona alostericá produce modificári conformationale ale 
enzimei la nivelul zonei active care îi scad afinitatea faţă de substrat si 
încetinesc viteza reacției. Asa cum s-a arătat, mecanismul alosteric nu. 
duce neapărat la inhibitie. Asa de exemplu, citratul, rezultat din ciclul 
acizilor tricarboxilici, activează, printr-un mecanism alosteric, acetil-CoA- 
carboxilaza, stimulind biosinteza de acizi grași, si totodată inhibă aloste- 
ric fosfofructokinaza, limitind procesul de glicoliză. Experiente in vitro 
au reusit sa Droduch prin tratarea cu mercuriale, uree sau enzime pro- 
teolitice modificári structurale ale proteinenzimei limitate la zona aloste- 
rica. În astfel de condiții, enzima isi pierde sensibilitatea fata de efectorul 
alosteric, pástrindu-si activitatea catalitică (35). "wt 

Importanta pentru mediciná a inhibitorilor de enzime prezintá as- 
pecte multiple. Pe lîngă exemplele arătate cu implicaţii farmacologice. 
mai amintim cá variatele proteaze din singe sînt menținute sub control 
datoritá prezentei unor cantitati apreciabile de inhibitori plasmatici ai 
proteazelor (vezi pag. 94). Inhibitori ai proteazelor se găsesc si in para- 
zitul intestinal Ascaris care rezistá astfel actiunii proteolitice a sucurilor 
digestive. Fasolea, soia si albusul de ou crud contin, de asemenea, inhi- 
bitori ai proteazelor, ceea ce le diminuá digestibilitatea. . 

Administrarea pe cale parenteralá a enzimelor provenite de la o spe- 
cie diferità duce la aparitia de anticorpi care inactiveazi enzima admi- 
nistratá. Acest fenomen limiteazá utilizarea enzimelor ca agenti terapeu- 
tici. Asa de exemplu, terapia cu L-asparaginazá a leucemicilor nu poate fi 
repetatá datoritá mecanismului amintit, iar repetarea terapiei cu strepto- 
kinazá, un activator al plasminogenului, se poate so!da cu accidente ana- 
filactice. 

In ultimii ani, s-a descris si posibilitatea formárii de autoanticorpi 
fata de unele enzime. Astfel, aparitia de inhibitori imunoglobulinici fata 
de factorul XIII al coagulárii a fost semnalatá la unii pacienti tratati cu 
izoniazidá si se bánuieste cá acest medicament ar fi putut modifica 
structura factorului XIII care devine antigenic si induce formarea de an- 
ticorpi (24) 46: 5 : š: 

Desi imunoglobulinele care alcătuiesc „anticoagulantul lupic“ si care 
apar uneori in cursul lupoeritomatovisceritei, reactioneazà cu fosfolipi- 
. dele electronegative si nu in mod direct cu enzimele implicate in coagu- 
lare, in ultima instantá acest efect se repercutá asupra formárii comple- 
xelor fosfolipide-factori ai coagulárii si limiteazá procesele care duc la 
activarea enzimelor cu rol in fibrinoformare (44). I 


ma ACTIVITATEA ENZIMATICA IN CELULELE VII 


Mecanismele care regleazá activitatea enzimelor in vivo sint mult 
mai complicate decit s-ar párea dupá parcurgerea primelor sectiuni ale 
acestui capitol. : 

In primul rind starea de echilibru a unei reactii enzimatice urmárite 
‘in vitro nu se aplicá in cazul celulelor vii in care, datoritá unei anumite 
orientári spatiale, produsul de reactie este mereu indepártat din jurul en- 
Zimei si, ca urmare, reacţia E+S"@ES2E+P este deplasatá spre stinga. 
De multe ori produsul unei reactii enzimatice devine substrat intr-o alta 
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reactie enzimatica si asa mai departe, datorita unei anumite orientari spa-. 
tiale a respectivelor enzime, asigurind astfel un proces metabolic cu mai 
multe secvente enzimatice. Astfel de complexe multienzimatice sint cele 
care asigurá glicoliza citoplasmaticá, precum si grupul enzimelor impli- 
cate in ciclul acizilor tricarboxilici si al lantului respirator, cu localizare 
mitocondriala. ar TR j 
În al doilea rînd, reacțiile enzimatice din celulele vii sînt supuse 
unor mecanisme de reglare dependente de hormoni sau de metaboliți ce- 
lulari specifici cu efecte locale limitate (prostaglandine, AMP-ciclic, de- 
rivati de fosfatidilinozitol). Nd | | 
as În al treilea rînd, celulele vii își pot crește sau limita activităţile 'en- 
" zimatice prin modificarea numărului de molecule de enzimă sintetizate 


de către respectivele celule. 


Pe baza considerentelor menţionate este necesară deci o scurtă tre- 
cere în revista a datelor privind distribuţia intracelulará.a enzimelor si a 
noilor achiziţii privind mecanismele celulare de reglare a activităţilor 
enzimatice. | 


112.1. DISTRIBUȚIA INTRACELULARA A ENZIMELOR 


Datele actuale de citologie subliniază importanţa aranjamentului spa- 
tial si a compartimentării enzimelor, substratelor şi cofactorilor în inte- 
riorul celulei. Cunoaşterea localizării enzimelor la nivelul diferitelor or- 
ganite celulare este necesară nu numai pentru o mai bună înțelegere a 
felului în care sînt dirijate procesele metabolice dar si pentru interpre- 
tarea unor rezultate furnizate de laboratorul clinic. Apare astfel logic să 
se considere că o leziune celulară, care duce la elibérarea din celule a 
enzimelor mitocondriale, este mai gravă decît o leziune limitată de mem- 
brana celulară si care duce doar la ieşirea enzimelor citoplasmatice 
(1,2357). i > 

Localizarea intracelulară a enzimelor poate fi studiată pe baza sepa- 
rarii diverselor organite si componente celulare. prin centrifugare dife- 
rentiala, după ruperea membranei celulare. Astfel, celulele intacte, nu- 
cleii celulari si detritusurile celulare sedimentează în urma unei centri- 
fugări la 600 x g pe timp de 5 minute; mitocondriile după 30 min la 
10.000 x g; microsomii după 60 min la 100.000 x g, iar fracțiunea solubilă” 


{ 


nesedimentabilá rámine in supernatant. 


O alta metoda aplicabilá pe celule relativ mai putin alterate este 
aceea a histoenzimologiei. Conform acestei metode, secțiuni subțiri 
(2—10 um) de țesut, obținute la microtomul cu răcire, sînt tratate cu sub- 
stratul unei anumite enzime. Ca urmare, în zonele unde enzima este pre- 
zentă se formează produsul reacției catalizate de respectiva enzimă. Dacă 
produsul este colorat si insolubil, el rămîne la nivelul locului de formare 
şi servește ca indicator al localizării intracelulare a enzimei, ` 

Prin obținerea de anticorpi faţă de diverse enzime se pot încerca si 
detectări cu ajutorul metodelor de imunofluorescentá sau imunoperoxi- 
dazá. Astfel de tehnici se bazeazá pe supozitia cà anticorpul marcat cu 
fluoresceiná sau cu peroxidazá este in másurá sá patrunda pina la nivelul 
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la care este localizată enzima antigen. Este evident cá aceste tehnici sint 
indicate mai ales pentru detectarea enzimelor ancorate la suprafaţa. ce- 
lulelor si mai putin pentru cele localizate in organite. 

Prin diversele. metode amintite s-a putut demonstra că enzimele gli- 
colitice (LDH, aldolaza, hexokinaza) sînt localizate în citoplasmă, pe cind 
alte enzime, si mai ales cele afectate ciclului acizilor tricarboxilici (de 
exemplu, piruvat dehidrogenaza, isocitrat dehidrogenaza, a-cetoglutarat 
dehidrogenaza etc., precum si glutamatdehidrogenaza (GLDH) se gá- 
sesc in mitocondrii. Tot în mitocondrii sau mai precis pe membrana in- 
ternă a acestor organite se găsesc enzimele lanţului: respirator si cele im- 
plicate în fosforilarea oxidativă. Apropierea în spaţiu a dehidrogenazelor 
ciclului acizilor tricarboxilici si a enzimelor respiratorii asigură refacerea Y 
oxidativă a coenzimelor (NAD, NADP) care au fixat hidrogenul desprins 
de pe substrat în cursul proceselor de dehidrogenare. 

De notat că alaninaminotransferaza (ALT, GPT) se găseşte localizată 
doar în citoplasmă (enzimă. uniloculară) pe cínd aspartataminotransfe- 
raza (AST, GOT), ca si malicodehidrogenaza (MDH) pot fi evidenţiate 
atit în citoplasmă cit si în mitocondrii (enzime biloculare). ` 

„De fapt, cercetări recente bazate pe tehnici imunochimice au putut 
face o diferenţiere între aspartataminotransferaza mitocondrială (mAST) 
și cea citoplasmaticá (c-AST), iar creșterea in ser a mAST (mGOT) ar 
implica un prognostic mai rezervat atît în boli hepatice cit si în infarc- 
tele miocardice (2). | — | | 
„„„ La nivelul lizosomilor se găsesc incluse enzime cu rol în degradarea 
lipidelor, proteinelor şi acizilor nucleici (colesteril-esterhidrolază acidă, 

4 "7. cci GURI itd š dezoxiribonucleaza, fosfa- . 

Mitocondrii ^ QGPT citosol € unitoc HER acidă, Ber. SE oi 

| ® LDH citosol ; n oggnaze, B-glicuronidază 

| etc.). Cit timp membrana 
lipoproteică a lizosomilor 
rămîne intactă, enzimele 
lizosomale nu atacă 
substratele din  citop!as- 
má. Dezintegrarea acestei 
membrane este însă ur- 
mata de liza celulei. Lizo- 
somii nu trebuie insa con- 
siderati ca ,,saci de sinuci- 
dere" ai celulelor, intru- 
cit sechestrarea in lizo- . 
somi si liza ulterioará a 
unor componente lezate 
ale celulei sau a unor par- 
ticule lipoproteice interna- 
lizate (vezi pag. 36) con- 
tribuie mai degrabă la 
menţinerea celulei decit 
| la degradarea ei. 
Fig. 3.12. Reprezentarea schematică a localizării intra- Echipamentul enzima- 
| celulare a enzimelor. tic al celulelor diferá nu 
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Fig. 3.13. Distribuţia relativă in diverse tesuturi a unor enzime celulare cu importanță diag- 
mostică. Concentrația emaxim4 a unei anumite enzime pe gram de țesut este cotată cu 100%. 


numai în funcţie de'localizarea in diverse organite, dar si în funcţie de 
organul din care provin. Așa de exemplu, GOT (AST) se găseşte în can- 
tititi similar de crescute în miocard si ficat și în cantități cu ceva mai 
reduse în fibra musculară scheletică, în timp ce GPT și SDII se găsesc 
mai ales în ficat, iar CPK mai ales în musculatura scheletică Si în can- 
tităţi cu ceva mai reduse în fibra miocardicá (1, 36). Pe de altă parte, ac- 
tivitatea LDH este similar de ridicată în cele trei organe menționate 
(vezi fig. 3.13). Proveniența activităţii enzimatice in ser poate fi evaluată 
prin analizarea componenţei izoenzimelor. i 


11.2.2. VARIANTE ALE ENZIMELOR. IZOENZIME 


Izoenzimele sînt forme moleculare distincte din punctul de vedere fi- 
zic al unei aceleiaşi activităţi catalitice (1, 35, 36). Pe baza proprietăţilor 
fizice diferite, izoenzimele pot fi diferenţiate si eventual separate. Astfel 
de proprietăţi sînt încărcarea electrică și implicit migrarea electrofore- 
tică diferită, comportare diferită la cromatografie pe schimbători de ioni, 
susceptibilitate diferită la diverse procedee de inactivare (căldură, agenţi 
chimici). | d 

Asa de exemplu, lacticodehidrogenaza (LDH) din ser poate fi separatá 
electroforetic în cinci fracțiuni diferite (LDH, LDH», LDH3, LDH, LDH;). 
Fractiunile cu migrare rapidă (LDH, LDH.) sint de provenienta miocar- 
dică, iar fractiunile lente (LDH, LDHs) provin: mai ales din ficat si par- 
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tial din musculatura scheletica. Diferentierea izoenzimelor LDH poate fi 
efectuatá si prin cromatografie pe coloaná de DEAE-celuloza sau prin fil- 
trare in gel de Sephadex, fractiunile LDH, si LDH, adsorbindu-se selec- 
tiv pe aceste medii. Aceleasi fractiuni rezistá la o incálzire la 55—60°C 
fără o pierdere însemnată a activităţii, pe cind LDH, si LDH; se inacti- 
vează rapid. De notat că spre deosebire de celelalte izoenzime LDH, frac- 
tiunea LDH, exercită o afinitate particulară pentru a-oxobutirat, un sub- 
strat apropiat ca structură de piruvat. Din acest motiv, fracțiunea LDH, 
este desemnată uneori în literatură sub denumirea de a-hidroxilbutirat de- 
hidrogenază (aHBDH). Există indicii că izoenzimele LDH rezultă din com- 
binarea, sub formă de tetramer, a două subunități, subunitatea H de ori- 
gine miocardică (heart) şi subunitatea M de origine musculară si hepa- 
tică. Cele 5 izoenzime LDII ar avea deci următoarea alcătuire: LDH, (4H), 
LDH, (3H--1M), LDH; (2H+2M); LDH, (1H+3M), LDH; (4M). 

Aceeasi structurá alcatuita din subunitati pare sà stea si la baza exis- 
tentei altor izoenzime, ca de exemplu in cazul fosfatazei alcaline, creatin- 
kinazei, fosfatazei acide, pseudocolinesterazei, «-amilazei etc. Merită amin- 
tit şi faptul că in cazul unor enzime biloculare, cum ar fi AST (GOT) 
si malicodehidrogenaza (MDH), s-au putut diferentia izoenzime de or- 
ganit, respectiv izoenzime mitocondriale si izoenzime din citosol. 

‘In literatura de specialitate se descrie si existenta:altor variante mo- 
leculare ale enzimelor. Se vorbeste astfel despre heteroenzime, termen 
care indica enzime cu activitate similará dar provenite de la specii diferite 
(de exemplu, LDH uman si LDH de iepure). Astfel de heteroenzime pot fi 
diferentiate prin tehnici imunologice. 

Mai importante pentru patologie sint asa- -zisele aloensime reprezen- 
tind variante determinate genetic ale enzimelor si izoenzimelor si surve- 
nind doar la unii din membrii unei specii. Mutatiile care duc la formarea 
de aloenzime survin relativ destul de frecvent dar de cele mai multe 
ori nu dau nastere la manifestári patologice. Daca insa modificárile su- 
ferite de enzimă sînt de natură a-i afecta funcţionalitatea, se dezvoltă 
o serie de anomalii cu caracter genetic afectind diverse metabolisme 
(vezi pag. 226). 


III.2.3. REGLAREA ACTIVITĂȚILOR ENZIMATICE 


Se cunosc pina în prezent trei mecanisme principale prin care se re- 
gleaza activitatea enzimelor din organism în funcţie de necesităţi: 
prim mecanism este cel alosteric menţionat anterior (vezi pag. 179); un vs 
doilea mecanism general consta din posibilitatea enzimelor de a trece din 
formă inactivă de zimogen în formă activă; cel de al treilea mecanism 
depinde de capacitatea celulelor de a sintetiza noi molecule de enzime. 


I1I.2.3.1. EFECTORII ALOSTERICI 


Acesti reglatori sint produsi de metabolism, actioneazá ca semnale, 
care, printr-un mecanism de feed-back, sint in másurá sá moduleze nu nu- 
mai activitatea sistemelor enzimatice care i-au produs dar si alte cài meta- 
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police. Pentru o mai bună înţelegere a problemei se poate reveni la exem- 
plul dat anterior (vezi pag. 180). Astfel în condiţiile unei utilizări cres- 
cute a hidratilor de carbon pe calea glicolizei, urmată de o pătrundere a 
fragmentelor rezultate spre ciclul acizilor. tricarboxilici, se formează can- 
titati relativ mari de citrat. Acest metabolit acţionează, în sens de feed- 
back negativ, inhibind alosteric fosfofructokinaza gi limitind glicoliza 
astfel incit hidratii de carbon sint dirijati spre alte cái metabolice, ca de 
exemplu stocarea sub forma de glicogen. Totodatà citratul activeaza, prin 
acelasi mecanism alosteric, acetil-CoA-carboxilaza, o enzimá cheie pe ca- 
lea sintezei extramitocondriale de acizi grasi. In acest fel, frasmentele de 
acetil-CoA, in loc să pătrundă în ciclul acizilor tricarboxilici, iau. calea 
sintezei de lipide. Efectul net al citratului este deci acela de a opri glico- 
liza şi de a devia procesele metabolice spre stocarea de energie sub 
formă de glicogen și de lipide. | j 

Un alt exemp!u este relevat de situatia unei stàri de carenta in hi- 
drati de carbon urmata de o utilizare crescuta a gràsimilor si producerea 
in exces de acetil-CoA. Acest metabolit devine un activator alosteric al 
piruvatcarboxilazei, o enzimà cheie pe calea gluconeogenezei avind drept 
efect final producerea de glucozá necesará sistemului nervos si compen- 
sindu-se partial carenta alimentara. 


11I.2.3.2. FORMAREA DE ENZIME ACTIVE DIN PRECURSORI INACTIVI 


Procesul de transformare a zimogenilor in enzime ridica probleme 
deosebit de complexe. pi 

În cazul unor anumite enzime proteolitice cu rol în digestie sau în 
hemostaza, activarea se face prin asa-zisul proces de proteolizá limitată. 
De fapt, astfel de enzime sînt produse si secretate sub formă de precursori 
{proenzime sau zimogeni) si poartă denumiri alcătuite din atasarea pre- 
fixelor pre şi pro sau a sufixului ogen la numele enzimei active. Con- 
versia proenzimelor în enzime active este catalizată fie de enzime proteo- 
litice fie de H+, ca de exemplu: 


H+ sau pepsină 


Pepsinogen — > Pepsina 
len Tripsiná sau est i jh emt 
Tripsinogen Ee Tripsina 
f : "e. Tripsiná I MEX LN 
Chimotripsinogen es Chimotripsina 
2 r < Tripsiná š A x 
Procarboxipeptidazá —— —- Carboxipeptidazá 
: Pe? Zelt : Gene 
Prekalikreină ————- Kalikreiná . 
«y “Xa, Cart, fosfolip. V ^. e 
Protrombina ea ue Trombina 
1 Activatori s 
Plasminogen oe Plasmina 


Asa cum se poate vedea din exemplul de mai sus, activarea pepsino- 
genului si tripsinogenului poate fi catalizata de cátre insági forma activa 
a enzimei iar un astfel de proces, denumit autocatalitic, decurge cu o vi- 
tezá crescindá pe másurá ce tot mai multe molecule de zimogen devin en- 
zime cu capacitate de a activa. | ARTETA 
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Fig. 3.14. Activarea zimogenilor spre enzime active prin 
mecanismul proteolizei limitate: A) prin scindarea unui 
peptid de clivare din molecula de zimogen se demască cen- 


trul activ al enzimei. B) electroforeza in gel de poliacrilami- 


da continind dodecil:ulfat de sodiu (SDS) permite separarea, 
in functie de greutatea moleculará si demonstreazá desprin- 
derea peptidelor de clivare (pep. cliv.) si reducerea greu- 


táfii moleculare a enzimei E față de zimogenul (Zg) din : 


care provine. 


mei (Fig. 


.. Procesul de activare 
prin proteolizá limitatà 
implică hidroliza unor 
legături peptidice, în- 
depărtarea unor aşa- 


-zise peptide de clivare 


(de activare) si ,de- 
mascarea'' consecutivă a 
centrului activ al enzi- 
3.14). Este 
evident că prin inde- 
părtarea peptidelor a- 
mintite, greutatea mo- 


"leeularà a enzimei este 
mai redusă decît cea a 


zimogenului precursor. 
Aga de exemplu, pepsi- 
nogenul are o GM, de 
42.000 in timp ce pep- 
sina are abia 34.500. De 
asemeni, GM a procar- 
boxipeptidazei se redu- 


.ce de la.26.000 la 34.300 


in cursul activárii spre 
carboxipeptidaza,. jar 
plasminogenul cu o GM 
de 92.000 trece in plas- ` 
mina activa cu o GM de 
83.000. ` . 

Un alt exemplu de 
activare a enzimelor es- 


te reprezentat de fosforilarea  precursorilor inactivi. Fosforilaza, enzima 


care initiazá procesul de 
de fosforilazá-b în formă 
fosforilazá). Procesul amintit este 


glicogenolizá se transformă din forma inactiva 
fosforilatà activă, denumitá fosforilaza-a 


(fosfo- 


catalizat de fosforilazokinazá făcînd 


parte din grupul proteinkinazelor, enzime capabile sà transfere grupári 


fosfat pe diverse 
teine). 


proteine (de regulă pe radicalii seriná ai acestor pro- 


Există proteinkinaze dependente de AMP-ciclie:si altele dependente 
de complexul Ca**-calmoduliná. Aşa de exemplu, proteinkinaza C (C ki- 
naza) este activată de fluxul intracelular de calciu si este dependentă de 


prezenta fosfolipidelor din membrana.. celulară. 


Fosforilarea diverselor 


proteine sub. acțiunea proteinkinazei C joacă un rol esențial în răspunsu- 


rile celulelor (contractie, 


secreție) la diversi stimuli hormonali. 


Modificările funcționale, cauzate de actiunea proteinkinazelor. sint ` 


tranzitorii, datorită defosforilării 
teinfosfataze (care și ele pot fi 


proteinelor sub acţiunea unor fosfopro- 
activate de Cat+, calmodulină sau AMP- 


ciclic). Așa de exemplu, fosforilaza a activă trece în forma b inactivă sub 
acţiunea unei fosfofosforilazofosfataze (vezi fig. 3.15). . 

Este demn de relatat faptul că anumite enzime, ca de exemplu gli- 
cogensintetaza, se inactiveazá prin fosforilare. Asa se face cá in urma. 
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Stimuli C — AMP 
hormonal  . Co** — colmodulin. 
Oy 


ProteinkinozG 


Enz;no inactivă Enzimo octivG 
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— enn E 
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"Fig. 3.13. Activarea enzimelor prin fosforilarea precursorilor inactivi. 
Explicaţia în text. 


stimulării hepatocitelor cu glucagon şi a eliberării mesagerului intra- 
celular, reprezentat de c-AMP, are loc activarea unei proteinkinaze care 
fosforilează atit fosforilaza-b, trecind-o spre forma activă de fosforilază-a, 
cit si glicogensintetaza care devine inactivă. Rezultanta finală a acestor 
procese este o creştere marcată a eliberării de peo Ds depozitele de 
glicogen (32). 

Cercetári din ultimii ani au evidentiat posibilitatea Wodularii acti- . 
vitatii proteinkinazelor pe cale hormonala prin intermediul fluxului intra- 
celular de calciu si a formării de c-AMP-ca-si sub acţiunea unor substanţe 
produse de celule şi avînd rol local limitat in procesele de autoreglare 
(autocoizi). Astfel de substanţe sînt prostaglandinele, precum si diacil- 
glicerolul si inozitoltrifosfatul, rezultate din scindarea fosf: tidilnozitolilor 
din membranele celulare sub acţiunea fosfolipazei C. Este de aşteptat ca 
aprofundarea acestor aspecte să contribuie la o mai bună înţelegere a 
mecanismelor prin care diversii stimuli se transforma în activităţi celu- 
lare specifice (32). , 


- 111.2.3.3. REGLAREA SINTEZEI DE ENZIME 


Sinteza de enzime'reprezintá un aspect PEA al sintezei de pro- - 
teine, si se află sub controlul aparatului genetic al celulelor, realizindu-se : 
prin procesele de inducere sau de derepresie (vezi fig. 3.16). 

 Inducerea se referă la'sinteza „de novo“ a unei proteine ca răspuns la 
semnalul transmis de o moleculă mică denumită inductor. De fapt, de 
muite ori, substratul enzimei acționează ca inductor al acesteia (de exem- 
plu- lactoza induce sinteza de betagalactozidaza). 

Derepresia este termenul folosit pentru a indica sinteza „de novo" a 
unei proteine ca răspuns la absenţa din mediu a: unei molecule mici spe- 
cifice, denumită corepresor. Adeseori: produșii reacției catalizate de o anu- 
mită enzimă acţionează în calitate de corepresori limitind'sinteza respec- 
tivei enzime. Asa de exemplu, sinteza triptofansintetazei de către E-coli 
este reprimată de prezenţa în mediul de cultură a triptofanului, adică: a 
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Fig. 3.16. Mecanismul de reglare a sintezei de enzime. Prezenta 

in celulá a substratului (S) face ca represorul sá se inhibe astfel 

incit sinteza de enzimá se dereprimá. Pe de altá parte, produsii de 

reacţie activează represia si opresc transmiterea informaţiei gene- 
tice spre ribosomi și implicit reduc sinteza de enzimă. 


produsului reacției catalizate de triptofansintetază, Absența din mediu a 
triptofanului, adică a corepresorului, duce la creşterea sintezei de tripto- 
fansintetază. De asemenea, așa cum s-a arătat anterior (vezi pag. 24), acu- 
mularea de colesterol în celule reprimă producţia de HMG-CoA-reduc- 
tază, iar scăderea concentraţiei de colesterol stimulează producerea enzi- 
mei menţionate. i 


Creşterea activității enzimatice, cauzată de un proces de inducere sau 
derepresie, se manifestă doar după un interval de timp necesar sintezei 
de proteinenzimă si bineînțeles că poate fi oprită de către agenții care 
blochează sinteza proteinelor (cloramfenicol, actinomicina D, puromi- 
cina). ' 

Desi mecanismul inducerii de enzime a fost descris initial la micro- 
organisme, existá astázi suficiente dovezi cá acest mecanism este activ si 
la animalele superioare, avind un rol esential in reglarea metabolismelor. 
S-a putut, de asemenea, aráta cà un inductor poate stimula sinteza mai 
multor enzime inrudite, respectiv implicate in acelasi lant metabolic si 
ca nu numai diversele substrate dar si o serie de hormoni pot indeplini 
functia de inductori. Asa de exemplu, glucoza si insulina induc sinteza 
enzimelor implicate in utilizarea glucozei (glucokinaza, fosfofructokina- 
Za, piruvatkinaza, glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza) sau in formarea de gli- 
cogen (glicogensintetazá). Totodatá glucoza si insulina reprimá enzimele 
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Tabelul 3.4 


Citeva exemple ilustratlve privind reglarea activității enzimelor in celulele vii. Modi- 
ficările menflenate se referă la comportarea activităţii enzimatice Intracelulare 


Modificarea acti- 


Enzime cu rol în glicoliză 


Mecanism 


glicogeneză si glicogenolizd, SHE vitatii 
Glucokinaza glucozá--insuliná | creşte inducere 
Fosfofructokinaza glucozá+ insuliná | crește inducere 
D acumulare de ci- scade alosterie 
trat 
Glicogensintetaza glucozá-Finsuliná | crește inducere 
E I adrenaliná, gluca- | scade trecere in forma 
gon cAMP inactivă (inactiva- 
re prin fosforilare) 
Fosforilaza adrenaliná, gluca- | creste trecere in. forma 
gon, cAMP „activă (activare 
dis prin fosforilare) 
Enzime cu rol ín gliconeoge- 
nezd 
Piruvat carboxilaza glicocorticoizi crește inducere 
T insulina scade represie 
n Acetil-CoA creste alosterie 
Fosfoenolpiruvatcarboxiki- glicocorticoizi creste inducere 
naza 
2 insulina scade represie 
Enzime cu rol in lipogenezá 
Acetil-CoA carboxilaza iusuliná crește inducere 
T citrat creşte alosterie 
HMG-CoA reductaza acumulare de co- | scade represie 
, lesterol in celulá 
” drenaj biliar creste derepresie 
Enzime cu rol in metabolis- 
mul acizilor aminafi 
Diverse aminotransferaze 
(transaminaze) glicocorticoizi crește induce 
Së insuliná scade represiere 


cu rol in gluconeogenezá, a cáror sinteză este stimulată însă de hormonii 
glucocorticoizi (35). . 

Nu trebuie uitat însă că nivelul unei activităţi enzimatice depinde 
nu numai de gradul de activare al enzimei sau de ritmul de sinteză al 
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acesteia, dar si de intensitatea proceselor de degradare a moleculelor de 
enzima. ! T TL ae p Dac T y | 

Reproducem in tabelul 3.4 cîteva exemple ilustrative privind situatii 
care duc la modificarea activităţii unor. enzime Şi - mecanismele impli- 
cate în producerea respectivelor modificări. 


* 


IIL2.3.4. IMPLICAȚII MEDICALE ALE INDUCERII DE ENZIME MICROSOMALE 


În ultimii ani se constată o accentuată sporire a interesului pentru 
procesul de inducere enzimatică, ca urmare a observațiilor privind ro- 
lul inductor al unei serii întregi de chimicale care sînt introduse in 
organism în cantităţi mereu crescînde din cauza abuzului de medica- 
mente sau prin contaminarea alimentelor. 

Lista agenţilor inductori este lungă şi în continuă proliferare. Ea 
include medicamente anticonvulsivante (fenobarbital, fenitoină) antiinfla- 
matorii (aminopirina, fenilbutazona), antifungice (griseofulvina), antibio- 
tice (rifampicina), anticoagulante (warfarina), agenţi de adictie (alcool si 
marijuana), produse industriale (bifenili policlorinati și polibromati, dio- 
xan), contraceptive orale (progesteron), pesticide (DDT), hidrocarburi po- 
liciclice (din fumul de ţigară, din carnea la grătar). 


Inducerea sub acţiunea agenţilor mai sus amintiţi are loc mai ales 
la nivelul ficatului, dar acest proces a putut fi demonstrat si la nivelul 
placentei, al mucoasei intestinului subțire și al limfocitelor (18). 

Un prototip al inducerii de enzime este sistemul microsomal de hi- 
droxilare a medicamentelor, sub acţiunea căruia diversele substanţe străi- 
ne organismului (xenobiotice) isi sporesc grupările hidroxil și devin astfel 
mai hidrosolubile si mai uşor de eliminat pe cale renală sau biliară. Func- 
ționarea acestui sistem, cunoscut și sub denumirea de sistem al oxido- 
reductazelor microsomale ‘cu funcțiuni mixte, implică intervenţia oxige- 
nului molecular din care un atom éste utilizat pentru hidroxilarea me- 
dicamentului iar celălalt atom este utilizat pentru generarea. de HO cu 
hidrogenul de pe NADPH sau, mai rar, NADH). La asigurarea fluxului 
de electroni necesari pentru reducerea atomului de oxigen contribuie cito-: 
cromoxidoreductaza C (EC 1.6.99.3) si un grup de citocromi dintre care 
mai bine caracterizați sînt citocromii Pasp ŞI Pass (denumiți astfel după 
lungimea de undă de 450 nm şi respectiv 448 nm la care prezintă un 
maxim de absorbţie). Citocromul P459 intervine mai ales în hidroxilarea 
„barbituricelor, iar citocromul Pas in hidroxilarea hidrocarburilor aroma- 
tice. Detalii asupra mecanismului biochimic prin care acționează sistemul 
microsomal de hidroxilare a medicamentelor pot fi găsite în articole de 
sinteză profilate pe această problemă (18). Considerăm însă necesară 
sublinierea anumitor aspecte cu implicaţii biologice mai deosebite: 

a) Sistemul amintit este capabil si producă nu numai hidroxilări 
dar şi demetilări, deetilări, dezaminări si dehalogenări (sistem al oxida- 
zelor microsomale cu funcţii mixte). | ' 

b) Metabolizarea unui medicament sau’ carcinogen nu duce ‘implicit 
la scăderea efectului sáu biologic ci, dimpotrivă, in unele cazuri, îl 
poate potenta. | Ge i de et. mus 
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C) Sistemul amintit hidroxileazá nu numai diverse medicamente si 
xenobiotice dar si:unii compusi endogeni importanti cum sint hormonii 
steroizi, acizii biliari si chiar hemul (care trece prin biliverdiná spre bi- 
lirubina). f ; Ta 

d) Detoxificarea la nivelul ficatului se poate efectua si prin alte 
mecanisme biochimice ca de exemplu prin glicuronoconjugare sau sulfo- 
conjugare, care nu implică în mod necesar o prealabilă hidroxilare. 

e) Diversii inductori. si in special fenobarbitalul induc nu numai 
enzimele sistemului de hidroxilare si, respectiv, citocromul Pas dar si 
alte enzime, ca de exemplu  glicuroniltransferaza si y-glutamiltransfe- 
raza. Acest fenomen se asociazá cu o creştere generalizată a sintezei 
proteinelor microsomale si respectiv cu o amplificare a reticulului endo- 
plasmatic. Wc à 

f) Amploarea fenomenului de inducere enzimaticá depinde de fac- 
torii genetici, de vîrstă (mai redus la. virstnici), de factori hormonali (cor- 
tizonul avind un efect permisiv), de alimentatie si de graviditate. 


Prezenţa unui proces de iggducere a enzimelor microsomale se poate 
depista cu.ajutorul unor indicatori cum ar fi de exemplu cresterea cli- 
minárilor urinare de 6-f-hidroxicortizol si de acid. D-glucaric precum 
Si prin. creşterea activităţii y-glutamiltransferazei serice si prin acce- 
lerarea.eliminárii din organism a antipirinei (18). Inducerea de enzime 
are o serie de consecinte importante pentru practica medicalà. 


1). În primul rind sporirea accentuată a capacităţii de hidroxilare are drept urmare 
o mitabolizare si implicit o eliminare mai rapidă nu numai a preparatului care a cauzat 
procesul de inducere a sistemului enzimatic dar şi a altor medicamente. Așa de exemplu, 
timpul de înjumătățire în plasmă a tolbutamidei, warfarinci, aminopirinei şi antipirinei 
este evident scurtat la pacienţii care consumă în mod cronic barbiturice precum şi la alco- 
olicii care nu prezintă insuficiență hepatică. 

'2), În cursul terapiei cronice cu anticonvulsivante (fenobarbital, fenitoină) se poate 
ajunge la fenomene de osteoporoză, explicabile printr-o hidroxilare si respectiv o inactivare 
mai rapidă a vitaminei Dj. 

3). Inducerea prin fenobarbital a bilirubinglicuroniltransfcrazei accelerează procesul de 
glicuronoconjugare a bilirubinei şi are «fecte favorabile asupra hiperbilirubinemiilor indirecte 

` (neonatale, boala Gilbert, sindrom Criggler-Najjar tip II). În același sens, stimularea cu 
fenobarbital a sistemelor enzimatice care intervin în hidroxilarea acizilor biliari duce la creş- 
terea solubilitatii în apă a acestora şi implicit la amplificarea fluxului biliar apos cu reper- 
cusiuni favorabile asupra fenomenelor de colestază. | ' 

4). Agravarea porfiriilor. în urma consumului de barbiturice s-ar putea explica prin - 
mecanismul inducerii citocromului Dune cu structură heminicá. Se ajunge astfel la o utilizare 
crescută si la o scădere consecutivă a rezervelor intracelulare de hem care constituie un 
precursor al citocromului si funcționează totodată ca represor -al deltaaminolevulininicsinte- 
tazei, o enzimă cheie in porfirinogenezá. Cu alte cuvinte, inducerea prin fenobarbital a cito- 
cromului Pyg9 duce in mod indirect la o derepresie a sintezei de porfirine care se produc 
astfel in exces. J | ' i i : 

5). Creşterea prin mecanism de inducere a y-glutamiltransferazei serice şi in mai mică 
másurá a fosfatazei alcaline serice la bolnavii tratati in mod cronic cu barbiturice sau cu 
alți agenți inductori poate crea dificultăți in interpretarea acestor teste de laborator si pre- 
tează la confuzii cu modificările produse in hepatopatiile colestatice sau in metastazcle he- 
patice. 
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6). S-a arátat cá o serie de hidrocarburi policiclice isi sporesc efectul carcinogen prin ` 
hidroxilare, in timp ce hidrocarburile aromatice devin mai putin cancerigene in urma hidro- 
xilării. În consecință, inducerea sistemului microsomal de hidroxilare cu fenobarbital poate 
fie accelera, fie încetini creşterea tumorală în funcţie de carcinogenul implicat. Aceste date 
experimentale sugerează că interrelatiile dintre inducerea de enzime (condiționată genetic) 
$i carcinogeneză ar putea constitui un domeniu fructuos de cercetare în viitorul apropiat. 


7). S-a încercat şi stabilirea unei legături între inducerea de enzime şi hipertrigliceri- 
demie. De fapt, injectarea intraperitoneală repetată de fenobarbital la iepuri a produs o 
creştere a trigliceridelor serice si hepatice concomitent cu amplificarea activității unor enzime 
microsomiale ca aminopirin-N-demetilaza, y-glutamiltransferaza $i fosfatidatfosfohidrolaza 
(fosfataza acidului fosfatidic). Activitatea acestei ultime enzime creste si mal mult in ficatul 
animalelor la care s-a reușit producerea unei hipertrigliceridemii prin administrarea unei 
diete bogate în fructoză (23). Pe de altă parte, subiecţii cu hipertrigliceridemie (tip II b 
$i IV) prezintá o crestere a nivelului plasmatic al mai multor enzime $i protcine secretate 
de ficat cum ar fi colinesteraza, lecitincolesterol-aciltransferaza (LCA'T) precum si o serie 
de enzime cu rol in coagulare, Chiar $i nivelele serice ale alaninaminotransferazei (GPT) 
Si y-glutamiltransferazci sint moderat dar semnificativ mai crescute la subicctii hipertrigli- 
ceridemici (8, 27, 29). | aw 

Totodată la subiecţii cu hiperlipoproteinemie tip IV se constată. valori semnificativ 
crescute ale procesului de clearance al antipirinei (vezi fig. 3.17). S-ar părea deci că acce- 
"lerarea secreției hepatice de VLDI, si de diverse enzime si proteine de export la astfel de 


. `". c 
| N MN 
10 \. TM MARTOR “~~ CIROZA —— 
Ut (C238 ml/min! |(C1=20 ml/min) 
Na ^i 
NIHLP IV 


Cl=97m1/ min 


r 
I 
l 
' 
1 
' 
Ç: 
6 


2 ¿ 6 8 1012 14 % 18 20 22 24 2628 30 
m Mem T 
2 > Ar 
(HLP) IMARTORI (CIROZA) 


Fig. 3.17. Explorarea functiei sistemului microsomal de hidroxila- 
re prin evaluarea procesului de clearance al antipirinei. Pe abscisá 
timpul in ore; pe ordonată concentraţia de antipiriná în salivă in 
[mgl (reprezentare logaritmică). Se poate vedea că eliminarea anti- 
pirinei din umorile organismului este lentă (T/2 prelungit,) iar va- 
loarea de clearance este diminuată la bolnavul cu ciroză hepatică ; 
pe de altă parte, in comparaţie cu subiectul de control, subiectul 
cu hiperlipoproteinemie tip IV se caracterizează printr-o accelerare 
marcată a proceselor implicate in eliminarea antipirinei. 
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n 
Subiécti se întovărăşeşte de "o amplificare. a reticulului endoplasmatic şi de o activitate spo- 
ritá a enzimelor. ‘microsomale: ew rol iir metabolizarea medicamentelor (3). - 

“Conform wior date recente (26) ‘s-ar’ părea însă că relaţia dintre procesul de inducere: 
şi metabolismul lipidice este mult mai complexá decit s-a crezut. S-a demonstrat de fapt că: 
desi fenobarbitalul 'stimulează sinteza’ hepatică de colesterol si de trigliceride, el sporeşte 
şi secreția de HDL (26) eu efect de protejáre: faţă de ateroseleroză (vezi pag. 38 1. 

Se ridică astfel problema ca unii: agenti si stimuleze. preferential sinteza de HDL iar 
alții să faciliteze sinteza și secrefia de VLDL. Nu se poate exclude nici ipoteza unui: tip. 
de răspuns diferit al lepatocitelor la un acelaşi agent inductor. De fapt, alcoolul produce 
in unele cazuri o creștere a HDI, iar in alte cazuri și în alte doze favorizează dezvoltarea 
nipertrigliceridemiti.. Autorul s-ar considera mulțumit dach expunerea 'destul de fragmentară 
a acțiunii va-fi în stare să trezească! atenţia cititorilor asupra importanţei, în plină expan- 


siune, a patologiei legate de inducerea enzimatică. ` 


IIL, 3, BAZELE. FIZIOPATOLOGICE ALE DIAGNOSTICULUI 
ENZIMATIC. 


în condiţiile fiziologice, majoritatea proceselor enzimatice ca şi re- 
slarea acestor procese au loc la nivelul celulelor, iar laboratorul clinic 
încearcă sá. contribuie la diagnostic si la stabilirea prognosticului pe ` 
baza determinárilor de enzime efectuate in umori si mai ales în serul 
sanguin. Deşi s-au făcut eforturi pentru a se determina diversele acti- 
vitati enzimatice in triturate de ţesuturi, ajungindu-se pind la analiza 


‘ " 


continutului in enzime a organitelor celulare, aceste tehnici sint inca 
greu de aplicat in laboratorul clinic. Nu trebuie uitat nici faptul cà apli- ` 
carea pe scará largá a determinárilor de enzime din fragmentele de te- 
suturi obţinute prin biopsie poate constitui un deziderat al cercetătorilor 
dar nu și al bolnavilor. Din aceste motive în cele ce urmează este abor- 
dată problema diagnosticului enzimatice, pe baza, în primul rind, a date: 
lor furnizate 'de dozarea activităţilor enzimatice în ser sau plasmă. 


( 


111.3:1. 'PROVENIENȚA. ENZIMELOR PLASMATICE 


In vederea. interpretării, corecte a rezultatelor furnizate de dozarea 
activităţilor enzimatice in ser sau plasmă este important să se cunoască * 
locul de, producere a diverselor enzime, mecanismele prin care’ diver- < 
sele” enzime ajung din celule în singe, precum si căile si viteza de eli- 
minare a enzimelor ajunse în plasmă. | REUS 
Din punctul de vedere al mecanismului prin care enzimele ajung in 
plasma si implicit din punctul de vedere al semnificatiei diagnostice, en- 
zimele pot fi clasificate in urmátoarele categorii: > | 

a) Enzime secretate activ in plasma, mai ales ‘de către ficat, si care 
actioneazá, de regulă, asupra unor substrate: din. plasma indeplinind 
aici. un rol fiziologic. Astfel de enzime specifice plasmei. sint. denumite 
și”. enzime plasmatice funcţionale. Între acestea se: includ lecitin: coles- 
terolaciltransferaza «cu irol.de esterificare «a colesterolului plasmatic (vezi 
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pag. 33), precum și enzimele cu rol in. coagularea singelui, in stabilizarea 
fibrinei si in procesul de fibrinolizá. Desi nu acţionează in mod necesar, 
asupra ‘unui substrat plasmatic, colinesteraza secretatà de către hepatocite 
în plasmă: poate fi. inclusă -în această grupă. Suferinta sau mai bine zis 
insuficienţa funcţională a celulelor care produc astfel de enzime se aso- 
ciază cu. scăderea | activităţii plasmatice a. enzimelor respective. 

— .b) Enzime. ale ¡secretiilor: exocrine. care pot. difuza pasiv (in. singe 
fără a avea vreun rol la acest nivel. Astfel de enzime sint a-amilaza pan- 
creaticá si salivará, lipaza pancreaticá, „pepsinogenul gastric. si. fosfataza 
acidă prostaticá. Aen de exemplu, s-a putut, demonstra.cá, în condiţii, fi- 
ziologice, peste 9804 din a-amilaza produsă in acinii glandulari ai paro- 
tidei sau ai pancreasului se varsă în canalele excretoare, iar:o. mică can- 
titate trece în limfă. Ca urmare a acestei partitii exogen-endogená fi-. 
ziologică doar cantităţi minime de amilazá ajung în singe, iar activitatea 
respectivei enzime în sucul duodenal este de 900—800 ori mai mara 
decit in ser. In caz de leziuni ale celulelor secretoare sau de obstrucții 
acute ale canaliculelor excretoare partitia amintită“ se alterează si un pro- 
cent mult mai mare de enzime trece in limfá si de acolo fi! plasmă. În 
principiu, atrofierea organului producător de enzime ar trebui să se în- 
soţească de o scădere a activităţii serice, a enzimelor din această Categorie. 
Practica, arată, însă că astfel. de modificări, sint putin, exprimate și că 
insuficienţa funcţională A celulelor producătoare poate, fi mai. bine eva- 
luată prin dozarea, enzimelor in produsul de secreție (respectiv în sucul | 
duodenal în cazul «-amilazei pancreatice). ri. P 

(c) Enzime, celulare, care acţionează exclusiv intracelular, şi al căror 
substrat si cofactori nu.se găsesc, în, plasmă. Astfel de enzime, denumite 
şi enzime plasmatice nefunctionale apar în plasmă în condiţii. fiziologice 
în. concentrații de sute de ori mai mici decit in, celule si cresc atunci 
cînd se produce. o alterare a membranei celulare . permitindu-se „astfel 
„scurgerea lor in lichidul interstitial, limfá și plasma. Astfel de enzime 
celulare (enzime , plasmatice de leziune), sînt lacticodehidrogenaza. (LDH), 
aspartataminotransferaza , (AST, GOT), alaninaminotransferaza | (ALT, ` 
GPT)), creatinkinaza (CK) si glutamatdehidrogenaza (GLDH.) | 
„„ Natura enzimei celulare, al cărei nivel crește în ser, si gradul unei 
astfel de creşteri depind de: ` = vi. 

1) Echipamentul enzimatic al organului lezat (vezi pag. 183 si fig. 
3.13). Aceastá notiune nu trebuie insá absolutizatá. Astfel, asa cum se 
vede din fig. 3.13, rinichiul este organul cel mai bogat ín y GT si cu toate 
acestea leziunile renale nu se insotesc de cresteri ale yGT în ser, întrucît 
enzima scursă din epiteliul renal lezat nu trece in singe ci in urină. 
In schimb ficatul, cu un conținut mult mai redus de yGT, este principala 
sursă a cresterilor.enzimei în ser; ' 

2) Localizarea intracelulara a enzimelor şi permeabilitatea mem- 
branelor -celulare ai mitocondriale (vezi fig. 3.12 si fig, 3.18);, 

3) Gradul de vascularizatie a organului. lezat si viteza: de circulație 
la nivelul zonelor lezate; d | 

. 4) Prezenţa sau absenţa unei bariere inflamatorii; | 

9) Solubilitatea enzimei in lichidul extracelular si. măsura ín care: 
celulele lezate vin în contact ‘direct cu plasma (datorită contactului intim: 
între hepatocite și plasmă, leziunile hepatice permit o deversare rapidă 
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Fig. 3.18. Proveniența enzimelor | serice în condiții fiziologice (a) și. pato- 
logice (b). 1) Enzime secretate activ în plasmă (E,) al căror nivel'scade in — ^ 
„caz de insuficiență a organului producător. 2) Enzime ale secretiilor exocrine 
(Es) din care un mic procent trece:in plasma, printr-o, partiție exogen-endoge- 
ná. Nivelul plasmatic al unor astfel de enzime creşte in caz de obstrucție a. 
ductului excretor ‘sau în urma permeabilizării excesive a membranei celu-' 
“lelor producătoare. 3) Enzime strict celulare citoplasmatice (£,) sau mitocon- 
driale (E,) al căror nivel crește in plasmă în urma leziunilor care duc la cres- 
terea permeabilitáfii membranelor celulare., 4) Enzime inductibile (E;) care, 
sub efectul unui agent inductor (I), ajung să fie sintetizate in exces de către 
` ^ ota, Seule, e trec, apoi in cantități sporite in plasmă, 


a enzimelor in caz de" leziuni: celulare; în cazul Abi organe trecerea din 
celule in singe se face mai lent prin E e lichidului. interstifial 
si al limfei); | i 


6) Viteza de degradare sau de eliminare a enzimei celulare ajunse 
in piasmá; .. 


T) Nuifiăul de ‘celule er gradul de afectare: a Sjetio celule 
si viteza cu care s-au produs leziunile. 


Clasificarea fiziopatologică arătată: si care distinge enzime plasma- 
GH funcţionale, enzime de. secreție exocriná si enzime celulare reprezintă 
o simplificare excesivă a: pioblemei si este Papen tare din. leg oe de 
ordin didactic. | | i | 
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In realitate, mecanismele sint mai complexe iar procesul de indu- 
cere enzimatica (vezi pag. 180), desi are loc in interiorul. celulelor, poate 
contribui, in unele cazuri si pentru anumite enzime (yGT, A1P), la mo- 
dificári importante ale nivelului geil al respectivelor enzime. 


111.3.2. aug a A ENZIMELOR DIN CELULE 


Membrana me este în strinsá interconexitme cu sistemul | cana- 
.licular intracelular, iar prin procesul de veziculare al membranei, com- 
ponentele celulare macromoleculare, cum sînt proteinele plasmatice sau 
enzimele de. secreție de tipul colinesterazei, sînt „exportate“ activ in. 
mediul extracelular. `` | ^ e 

In ceea ce priveste enzimele celulare specifice (AST; Qu u Ol 
LDH) s-a putut astăzi preciza că ieşirea lor din celule este mult limi- 
tată, in condiţii fiziologice, de integritatea membranelor celulare, iar 
prezenţa lor în plasmă se dat oreşte unor, scurgeri minime in cadrul 
proceselor de uzură celulară sau în cursul diviziunilor .celulare,. precum 
si ori de cite ori apare o discrepanta intre activitatea celularà si irigatia 
sanguina, respectiv aportul de oxigen. Asa se explicá cresterile moderate 
. Si trecătoare ale CK în cursul unui efort muscular intens. Se pare deci cá 
orice perturbare a proceselor energetice celulare, : caracterizate printr-o 
scădere a concentraţiei de ATP din celule se repercută asupra permea- 
bilitátii membranelor celulare (37). i 

Constatàrile mentionate au o deoscbità importanta pentru interpre- 
tarea cresterilor patologice ale enzimelor celulare si sugerează că ast- 
fel de cresteri nu implică nocroza sau liza celulelor. De fapt, celuicle 
lezate,: de exemplu in, cursul unei hipoxii trecătoare. si din. care a su 
venit o 'scurgera de enzime. continua: să respire “şi 'sà' consume ` gittis, 
desi au un conţinut mai scăzut. de glicogen si de ATP, o alterare a 
funcţiilor membranei si o diminuare. a. sintezei. de proteine. Astfel de 
celule care uu meraut, enzime in mediul, extracelular se pot reface dacă 
acţiunea factorilor nocivi încetează. =, 

Pe de altă parte, alțerurea ireversibilă a^ membranes Gips, este 
urmata foarte rapid de necroza celulelor iar cercetările clinice sint de 
„acord în a stabili o oarecure legătură între severitatea unei boli si gradul 
de modificare a activităţii plasmatice a enzimelor ieşite din celule. În 
astfel de cazuri cu leziuni severe, se constată. $i ovicreştere a enzimelor 
'de provenienţă mitocondrială, Cu toate acestea, s-ar. părea că celulele 
necrotice contribuie doar în mică măsură la creșterea activităţilor serice 
ale enzimelor. celulare. „După E. Schmidt si F. W. Schmidt cele mai im- 
portante scurgeri de enzime survin doar din celulele muribunde sau, ca 
de exemplu. în cazul hepatitei tn hey e acute, din celule ` lezate dar care 
supraviețuiesc (37). . 


¿sto de altfel evident cá gradul de creștere in plasmă al enzimelor 
celulare depinde: nu numai de gradul-de lezare, a. fiecărei celule dar si 
de numărul celulelor afectate: 

Asa cum s-a mai arătat (vezi pag. 194); intensitatea modificărilor en- 
zimelor celulare în sîngele cinculant este influențată si de viteza. cu care 
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aceste enzime tree din lichidul interstitial in: plasma si implicit de parti- 
cularitátile- circulatiei sanguine si limfatice, precum ‘si ‘de másurá în 
care organul lezat “igi modifică activitatea. Aşa. de exemplu, musculatura 
striată se imobilizează atunci cînd este lezată, iar circulația sanguină și 
limfatică: se reduce mult, pe cînd :miocardul ‘continua să se contracte" si 
atunci cînd prezintă leziuni. Asa’ se poate explica faptul cá leziuni re- 
lativ reduse ale miocardului, in caz de infarct, produc modificări mai 
exprimate ale enzimelor in ser decît Oe traumatice ale musculaturii 
seheletice. | 


IU 33. ELIMINAREA ENZIMELOR 


Ca si oricare alte proteine. din organism, enzimele sint supuse unor 
procese de continua transformare care implica sinteza, activarea, inacti- 
varea si catabolizarea lor. De fapt, dupa ce enzimele. celulare. s- au scurs 
în plasma, activitatea lor scade. rapid. Astfel, pe cind.timpul de injumá- 
tátire al albuminei serice este de aproximativ; 17 zile, timpul de înju- 
matatire in plasmă al enzimelor: celulare se măsoară în ore (cca 46—58 
ore pentru AST: si aproximativ 63—88 ore pentru ALT). Există dovezi 
după ‘care scăderea în timpa activității plasmatice a enzimelor celulare 
decurge bifazic. Într-o fază inițială are loc o distribuire a enzimelor in 
compartimentul vascular si în interstitiu, într-o fază: ulterioară survine 
eliminarea sau, respectiv, degradarea propriu- -zisă (1). Se recunosc mai 
multe mecanisme. prin care se poate : ajunge. la scăderea: activităţii plas- 
matice a enzimelor 'celulare. 

Un prim mecanism este repr ozentat de inactivar ea, enzimei care su- 
feră modificări structurale! în cursul: trecerii prin membrana celulară. si 
ajunge în mediul:stráin al: compartimentului extracelular. Asa de exem- 
plu, creatinkinaza (CK) suferă un proces de oxidare a:grupárilor SH din 
centrul activ al. enzimei, procesul fiind. însă : partial reversibil printr-o 
»reactivare’ ;ce'.poate fi obținută M adaosul: de compuşi Anima 
grupári SH (1). 

Un: alt mecanism care intervine in cazul enzimelor cu greutate mo- 
lecular’ mică, ca de exemplu a-amilaza, este acela al eliminării pe cale 
urinară. Există, de. asemenea, indicii că cel Putin 0 parte a fosfatazei 
alcaline. hepatice' se eliminá. pe cale biliará. 

Cea mai mare parte a enzimelor celulare- sint însă indepártate din 
plasmá printr-un proces de captare si degradare ín macrofage. Viteza cu 
care enzimele pătrund din celule în lichidul interstitial si de acolo în ` 
limfa si plasmă, precum $i viteza cu care aceste enzime sînt îndepărtate 
din torentul circulator. variază de la enzimă la.enzimá şi. au o deosebită 
importanță diagnostică, întrucît recoltările de singe efectuate la un in- 
terval de timp prea scurt sau respectiv prea lung de la evenimentul 
patologic acut, pot da rezultate negative, Aşa de exemplu, în cursul 
infarctului miocardic AST si CK încep să crească la valori cu importanță 
diagonstică după 4—8 ‘ore de la debutul fenomenelor acute: si se reintorc 
la' valorile normale dupa aproximativ 3—6 zile, în timp ce LDH, care 
pătrunde mai lent în torentul circulator, ajunge sá: crească în mod:sem- 

nificativ abia după 8—12- ore, dar valorile. crescute a “menţin timp 
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de 10—15 zile. Este interesant de relatat marea diferenţă între. izoen- 
zimele LDH în privinţa vitezei de: eliminare din’ plasma. Astfel, izoen- 
zimele 1 şi 2 (tipul miocardic) persistă în plasmă un timp suficient, de 
lung spre a avea o. valoare diagnostică, pe cind.izoenzima. LDH-5, (tipul 
muscular, şi hepatic) se: elimina. extrem de rapid și din acest. motiv pre: 
zintà creşteri cu valoare: diagnostica doar in caz de leziuni. supraacute si 
extrem de: extinse ale ficatului sau ale musculaturii. (1). "e 

Enzimele | hepatice de.secretic. (colinesterazá, LCAT, factori ai coagu- 
lárii) sint si ele degradate în: organism, iar timpul lor de injumatatire 
variază între 10—14 zile, în cazul colinesterazei, și cîteva ore in cazul 
factorului VII al coagulării (12, 34). 


e ENZIMELE, IN URINĂ, 

„Activităţile enzimatice detectábile inc uriná. pot. proveni, in: principiu, 
din 'următoarele: surse: 1. filtrarea glomerulară a enzimelor; din plasmă; 
2. remanierea permanenţă a celulelor renale, ureterale si: vezicale; 3..cres- 
terea cu caracter tranzitoriu a permeabilitatii celulelor. tubulare ‘(de 
exemplu, in. cursul unei: hipoxii); 4. secretiile: genitale-(de exemplu, fos- 
fataza acida: din ‘lichidul | prostatic); 5 „celule e Verger (fentit, leucocite); 
6: bacterii.: id 

Cu excepţia amilazei- pancreatice si salivare: sia pepsinogenului gas- 
tric (uropepsinogen),eliminarea prin filtrare glomerularà a.enzimelor din 
plasma este: limitată de ‘greutatea lor "moleculară ridicata, iar: micile 
cantităţi scápate prin. capsula lui Bowman sint.captaté in celulele tu- 
bulare. Prin urmare, enzimele celulare scurse in plasmá (AST, ALT, CK) 
contribuie in’ masura neînsemnată! la activităţile enzimatice din urină, a 
căror principală sursă ‘s-au i dovedit a fi celulele renale. De fapt, acti- 
vitátile LDH (izoenzimele 1 şi 2) și a yGT (o enzimă care se găseşte in 
mari cantităţi în celulele tubulare renale) cresc mult în 'urină în cursul 
bolilor renale ‘acute precum :si în caz de rejet al unui transplant: de 
rinichi.. Apariţia. în urină în astfel de condiţii patologice a GLDIT,: cu: o 
greutate moleculară de'1.000.000, ceea ce: exclude o: filtrare glomerulara, 
constituie un: argument puternic pentru pr ovenienta din celulele ranale a 
activităţilor enzimatice! urinare. ¡Dozárile de enzime urinare nú sint însă 
suficient de bine standardizate. În plus, variaţii mari. de pH urinar pot 
afecta funcţionalitatea enzimelor, iar. o serie de peptide urinare ` pot 
exercita un efect inhibitor (13). > i | 


III. 4. VALOAREA DIAGNOSTICA A DETERMINĂRILOR DE 
„ENZIME pb 


C de a analiza:comportarea enzimelor serice. în c teva boli în 
care determinăriie de enzime isi găsesc o oarecare importanţă, diagnos- 
ticá, considerăm util a prezenta sub formă de tabel sinoptic citeva.date 
privind semiologia: enzimelor. (vezi : tabelul 3.5). Detalii: referitoare. la 
astfel de determinări in-lumina' datelor clinice sint prezentate in text. 
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235) 


Enzima. Provenienfá. 


"e 
Ci. | Aspartatami- . | ficat, miocard, 
mero | notransferaza muşchi; nici 

| (AST, GOT). | cantităţi în rinichi,- 
„pancreas,.plămini, 
eritrocite., 
A 
 Alanindmino- citosolul hepato- 
` transferaza“ citelor; cantități 
(ALT, GPT) | reduse în mio- 


'nichi, pancreas: 


;Lactatdehidro- | musculatură, ^ fii 
| genaza (LDH) 


nichi ; cantități re- 


„eritrocite, plámini, 


Creatinkinaza mio- 


; Cresteri moderate : 


„card, muşchi, ri- 


Creşteri: marcate : 
cat, miocard, ri- 


„duse, in pancreas,, 


D 


Modificári patologice 


„Creşteri marcate : infarct mio- 
cardic; hepatită! acută, leziuni 


toxice acute ale ficatului 

hepatite cro- 
nice, mononucleoză infecțioasă, 
colici biliare, afecțiuni muscu- 


| lare 


a 


ci esteri marcate : hepatită acuta 
‘si leziuni toxice ale ficatului 


Creşteri moderate : hepatite, cro- 


nice, mononucleoză, colici biliare 


T P 
infarct mio- 
cardie, leziuni toxice acute ale 
ficatului, anemie megaloblasticá 


Creşteri moderate: hepatita. acu-, 


tă, hemoliza acută, boli muscu- 


' lare,: sindrom, mieloproliferativ, 


limfoame maligne, infarct pul- 
monar; 


Cresteri importante : infarct mio- 


Tabelul 3.5 


Semlologia . prinelpalelor. -enzime -utilizate in dlagnosticul de laborator 


Observații 


“fn ficat: 60%, in 


citosol si 40% 
in mitocondrii 


t 


„Exclusiv in cito- 


solul hepatocite- 
lor si mai ales in 
celulele de la peri- 


feria Jobulilor he- 


Izoenzimele LDH, 
si LDH, in boli mi- 
«ocardice - si^ ane- 
„mia Biermer, L DI, 
şi LDH, în leziuni. 
acute ale ficatului 
și muscujaturii 


Ei 


1 


musculaturá, S-au evidenţiat 3 
(CK) card, 'creier -cardie; dermatomiozite, distro- | izoenzime dimeri- 
| i ! ‘fie musculară progresivă, rab- | ce: CK/MM de ori- 
| domiolizá si mioglobinurie gine musculară si 
„Creşteri moderate : după injecții | miocardicá, CK/BB 
intramusculare cu diazepam, din creier și CK/ 
tetraciclină, pentazociná și in | MB exclusiv mio-. 
L Dipen, M "|. cardicá 
Glutamatdehi- | ficat : in cantitate | Creşteri în leziuni severe ale "Enzimá ^ mitocon- 
drogenaza redusă ¡in rinichi, | hepatocitelor |: drialš » 6 
(GLDH) creier,. plümini,. |. i 
J | „miocard 
f 
a: Amilaza ») glande salivare, Creşteri importante : pancreatita. | Există izoamilaze 
iS y |; pancreas. acută ' ; , „| pancreatice 5 sa- ' 
Creşteri „moderate :, parotidite, | livare 
obstructii ale căilor excretorii Cresterea in ser e 
r ' ale'glandelor salivare sau pan- | de scurtă durată, 
“ereatice; ‘ulcer perforat, insu-'| a-amilaza' apărind 
ficienfá renală, sarcină extra- | apoi în urină 
mm" uteriná, opiacee, macroamilaze- |. 
ti S — di J mie: 0. 


WP. 


Tabelul 3.5 (continuare) 


Enzima ^ Provenienfá — Modificări patologice 


77 "Observaţii - 


Fosfataza alca- | ficat, oase, duoden,| Cresteri importante : în colestaza | La copii valori nor- 

lind (A1.P) rinichi intra- si extrahepatică, în boli | male. aproximativ 

sed | ast | osoase asociate cu reacție osteo- | duble fafa de adulți 
blasticá (rahitism, osteomalacie; | Enzima inductibilă 
“boala Paget, metastaze osoase) | Există: izoenzime 
Scăderi : in” hipofosfatazie ge- | hepatice, osoase 
'neticá, acondroplazie, mixedem | şi intestinale 


Fosfataza acidă] prostată Creşteri moderate : carcinom pros-| Enzima foarte 


(Ac:P)- —- “| mici-cantitá(i in | tatic eu depășirea “capsulei; | labilá- 
3 eritrocite, plăcuţe, | uneori in carcinoame mamare | Izoenzima prosta- 
"y rinichi, ficat | cu metastaze osoase ` | tică este tartrat in- 
= | | A hibabilá 
y-glutamil- | rinichi, pancreas, | Creşteri. importante 7 colestaza |. Enzima inductibilà 
transferaza | .| ficat intra- si extrahepaticá, tumori 
(yGT) hepatice, alcoolism 


Creşteri moderate + hepatite cro- 
nice, pancreatite, ficat de stază, 
„barbiturice . 


Colinesteraza' | Secretată activ de | Scáderi importante : insuficienţa | S-au descris vari- 


(CHE) ` [către hepatocite ^ [hepatica (mai ales ciroze), In- | ante genetice cu 
SIVE ER | ; toxicatie cu organofosforice modificári ale ac- 
° j | Scăderi moderate: denutritie, | tivitátii și mai ales 
c | reactie de fazá acutá (postope- | cu deficit de hi- 
rator), anemii severe, hipotiroi- | drolizá a succinil-' 

dism . i colinei 


Creşteri moderate : sindrom ne- 
frotic,’ diabet cu obezitate, hi- 
perlipemii tip II! b si IV, hiper- 
| tiroidism (fără: cașexie) nr? 


11.4.1, INFARCTUL MIOCARDIC 


Infarctul. miocârdic, este cauzat de obstructia.unei ramuri.a.artere- . 


lor coronare avînd drept urmare. o ischemie acuta a; unei zone din: 
miocard care poate ajunge pina la leziuni necrotice. Tinind seama de 
acest mecanism patogenetic, dezvoltarea leziunilor miocardice decurge cu. 
anumite particularităţi: debutul leziunii survine-acut; intervalul de timp 
in care se instalează leziunile: este relativ scurt: zona afectată este relativ | 


limitată si localizată; severitatea leziunilor suferite” de fiecare celulă 


afectată este de regulă foarte accentuată. Ca urmare a particularitatilor | 
amintite, interpretarea. modificărilor suferite de enzimele provenite din 


miocardul lezat trebuie sa ţină. seama de intervalul de timp scurs de la 
debutul fenomenelor acute. Așa cum reiese din. fig. 3.19 si tabelul 3.6, 
creşterea CK, GOT’ si LDH prezintă o anumită dinamică. Intervalul de 
timp de la debutul manifestărilor clinice si pînă la creșterea activităţii 
enzimelor în-ser -depinde de decalajul între producerea-obstructiei -coro- 
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Fig. 3.19. Dinamica cresterii CK, GOT, şi LDH: în cursul infarctului miocardic: Pe abscisš: 
timpul in ore; pe ordonată activitatea enzimei in ser, exprimatá in multipli ai limitei superioa- 
i re a valorilor hormale. 


i 


“Tabelul 3. 6 


Comportarea razii, CK; GOT(AST): $1 LDH in. Infaretul- mlocardle in luneţie de 
intervalul de timp. După Schmidt şi Sehmidt(97) cu unele completări `` 


Intervalul, de timp de la debut ` 


„ Creșterea 
d Pint la devi and Mik Mer xU maximă . 
Enzima | tectarea |Pinălaatin-|  Pinăla (multiplii . 
sericá | ynor creş- gerea valo- | normaliza- ai limitei 
degt, ws of -rilor maxi- | rea valori- | . superioare! 
` tarea dingen. me lor anormalului) |' 
CK 4—8 ore | 16-36 ore |. 3-6 zile '| :7 (2+25) 
GOT 4—8 ore | 16—48 ore 3—6 zile e(2—24 | 
(AST) 
LDH 6— 12 24—60 SE 3-3(2—8) 


" M S 


H 


í Observații 


musculare 
ale 


Leziuni 
pot da creşteri 
CK: a 
Izoenzima CK/MB es- 
te mai’ specifică Gen 
tru miocard 


GOT (dar nu și CK) 
poate creşte și în in- 
farctul. pulmonar 


Izoenzimele LDH, si 


LDH, sint mai speci- 
fice pentru infarctul 
miocardic | 
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nariene si modificárile suferite de celulele ischemiate, iesirea enzimelor 
din aceste celule si trecerea lor din lichidul interstitial in circulația; san- 
guiná. 

Pe de altă parte, normalizarea activităţilor CK, GOT (AST) si LDH 
depinde nu numai de viteza de inactivare/eliminare dar si de persistenta 
scurgerilor lente de enzimă din interstitiu, spre singele circulant. Din 
punct de vedere practic, este important de stiut cà CK are valoare pentru 
diagnostic inca din primele ore de la debut, pe cind'LDH poate fi utili- 
zată mai ales pentru diagnosticul. retrospectiv al unui infarct miocardic. 

Aláturi de particularitatile . de dinamică relevate mai. sus, diversele 
enzime utilizate in diagnosticul infarctului miocardic diferă şi in. privinţa 
specificitatii, respectiv prin. posibilitatea de a Qgezenta cresteri si in-alte 
stari patologice. Pä | 


LALA. VALOAREA. DIAGNOSTICA SI LIMITELE DETERMINARILOR DE CK 


Para" o interpretare Bre: a medica A activităţii serice a. CK 
trebuie avut în vedere că tesutul cel mai bogat în această enzimă este 
musculatura. Prin urmare, leziuni ale musculaturii scheletice duc la creş- 
teri ale Ch care, în anumite'situaţii, pot preta là confuzii cu modificările 
cauzate de un infarct miocardic. Astfel de confuzii pot fi evitate prin de- 
terminarea izoenzimei specifice miocardului (CKMB). Întrucît o astfel de 
determinare nu este întotdeauna posibilă, relatăm citeva situaţii care pot. 
duce la creșteri ale CK de origine musculară: i 

— Efortul fizic excesiv mai ales efectuat de persoane neantrenate; 

— Traumatisme ale musculaturii care pot fi date chiar si de injectii 
im. cu anumite preparate dintre care amintim tetraciclinele, penicilinele, 
diazepamul ‘si unele antiaritmice. Este evident că astfel de modificări ale 
activității CR au o deosebită: importanţă” cte diagnosticul: diferenţial 
al unui infarct miocardic. 

— Creşteri ale activităţii Ck pot. surveni în Gier toxice ale muscu- ` 
laturii (miopatie alcoolică)? miopatii degenerative, . pp Pepe marie | maligna 
sau dermatomiozite (vezi pag. 205);. 

— Hipotiroidismul, sever se însoțește adeseori, de vătări “crescute ale 
CK, care revin la normal in: cursul tratamentului hormonal substitutiv; 

— Hipoxia. severă a. musculaturii survenită în stări de soc (soc car- 
diogen în cursul unui infarct miocardic sau soc hemoragie poate puos ja 
creşteri extrem de accentuate ale CK; i 

— Aplicarea Socurilor electrice in eir tratariéntelor: de conversie 
a unei aritmii, survenite uneori ca o complicatie a infarctului: miocardic, 
poate duce, prin: contracturi ale’ musculaturii scheletice, la cresteri mult 
mai mari ale Dou decit cele explicabile. prin —— miocardicá. 


“111.4.1.2. APORTUL DIAGNOSTIC AL DETERMINARILOR DE PR: 
ALE CK ` 


Asa cum s-a arátat (vezi tabelul 3.5), se pot distinge trei izoenzime ale 
CK: CK—MM (tipul muscular), CK—BB aflată în creier si CK--MB de 
proveniență miocardică. Muschii' contin aproape. în exclusivitate doar . 


202 


CK—MM (CK—MB ` fiind mai putin de 39/); creierul contine doar. izo- 
enzime CK—BB care, in mod normal, nu pot depăși bariera hemato- 
encefalicá si nu apar în ser; miocardul, pe de altă parte, contine atit izo- 
enzima CK—MM- (aproape 800/,) cit si izoenzima CK—MB (cu ceva peste 
2094) care îi este oarecum proprie. In serul: subiecţilor sănătoși se găsesc 
aproape exclusiv izoenzimele CK—-MM, astfel încît o creştere a compo- 
nentei CK—MB atrage atenţia asupra'unor leziuni miccardice. De fapt, 
o creştere a activitatii.CK la peste 160 U/1 si o activitate CK—MB de 
peste 50% din activitatea totală este sugestivă pentru infarctul miocardic. 
Se poate de asemeni'bánui cà o crestere a CK—MB, la un pacient cu 

o afectiune musculará (miopatie, dermatomiozita), indica o afectare a mio- 
casa nai întrucît în suferinţele pur musculare (efort fizic excesiv, injecții 
intramusculare, traumatism) precum si în hipotiroidism, creșterea activi- 
tatii CK’ se realizează: äi AA pe seama izoenzimei se af UL 


Ul. 4. is 3. UTILITATEA DETERMINĂRII GOT (AST): 


Cresterea activității serice! a GOT in | infarctul miocardic a fost sem- 
nalata incá: din 1954 de către La Due, Wroblewski si Karmen (22). Desi 
între timp S-au introdus determinările de CK—MB si de LDH, (a HBDH), 
explorarea activităţii GOT, nu şi-a: pierdut utilitatea. De fapt, spre deo- 
sebire de CK, GOT crește doar in’ mică: măsură în afecțiunile muscula- 
turii. Se consideră de altfel utilă 'stabilirea raportului CK/GOT care, în 
cazul unui infarct: miocardic, este'în medie: de 5 (de exemplu, CI 
300 U/1; GOT == 60 U/L), pe cind într-o leziune a musculaturii alie tice 
acest raport depăşeşte valoarea de 10, fiind în medie de 27. Trebuie avut 
însă în vedere cá GOT poate: creşte în infarctul pulmonar .precum si în 
boli deif CN (vezi pag. 215). În astfel de situaţii, nu se. ajunge la Mood 
teri ale CK.: 


111.4.1.4. ROLUL DETERMINARILOR DE LDH ... . 


Desi modificările afectind LDH în infarctul miocardic sint relativ mai 
puţin exprimate sl survin mai tardiv decit în cazul CK si AST,. cres- 
terea. activitatii LDH (si în special a izoenzimelor LDH, si LDH;) con- 
tribuie la stabilirea diagnosticului în „cazurile care, din diverse motive, 
ajung să fie investigate doar după citeva zile de la instalarea leziunilor 
miocardice. 'Amintim de pe acum, importantele creșteri ale LDH, şi 
LDH; sur venind 1 in cursul anemiilor megaloblastice (1, 36, 37). 


111.4.1.5. DIAGNOSTICUL ENZIMATIC AL ‘CoMPLICATHLOR INFARCTULUI 
MIOCARDIC bu. i 


ER de Ja bun. început că monitorizarea comportării 'enzime- 
lor serice poate surprinde un proces de reinfarctizare, pe cînd modificá- 
rile, electrocardiografice sint adeseori inselátoare in astfel de cazuri. De- 
terminárile de enzime pot furniza și relaţii cu privire la o eventuală insu- 
ficientá acută a inimii drepte. Congestia hepatică instalată cu o deose- 
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bită rapiditate. duce la creşterea în, ser. a unor enzime. de provenienţă hes 
patică (GOT, GPT, LDH s) care pot, fi, greşit interpretate: ca, fiind. cau- 
zate de o hepatită acuta, virală. Staza hepatică ca şi modificările. proteo- 
sintezei, hepatice. consecutive reacției de. fază acuţă explică si scăderea 
nivelului colinesterazei serice ; constatată -adeseori în zilele. şi: săptăminile 
care urmează unui infarct miocardic sever (1,16, 21). sai ici Asa Aries, 

“În: cazul instalării, șocului cardiogen. și implicit a unei hipoxii gene-. 
ralizate care interesează musculatura striata, se ajunge la 0, creştere. ex- 
cesivă a: CK, LDH 4; 5 (1,37). | $ 


U1.4.1,6, EVALUAREA. CRITICĂ A TESTELOR ENZIMATICE. |. 


Este evident; cá. interpretarea | modificărilor, enzimatice survenite. în 
cursul infarctului miocardic trebuie făcută în contextul aspectelor clinice 
si electrocardiografice. GATICA SL LATE MAR 

De cele mai multe ori, modificările” ECG preced! creşterea enzimelor 
de leziune astfel incit determinárile de CK, GOT (AST) si LDH vin doar 
să confirme diagnosticul si eventual sà evalueze gradul de afectare a mio- 
cardului.. Există: însă si situaţii in care:semnele clinice si electrocardiografia 
sint necaracteristice.: Asá de exemplu, în aproximativ 1005: din: cazurile 
de-infarct, semnele ECG ‘sint:neconcludente; Astfel de situații pot surveni 
mai ales: in cazul microinfarctelor diseminate, în caz de: preexistentá a 
unei hipertrofii miocardice; in:caz de persistentă a unor sechele ale unui 
infarct anterior; bloc de ramură, tulburări: de ritm sau. sindrom. Wolf- 
Parkinson-White. Subliniem cà o reinfaretare poate fi ușor decelată prin 
determinări ale CK, GOT sau LDH, pe cînd recunodsterea unui: astfel. de 
proces prin examinári, ECG. întimpină dificultăţi. O situaţie, particulară 
este reprezentată de așa-zisul infarct’ silențios, adică survenit în absenţa 
fenomenelor dureroase. În vederea depistării unor astfel de cazuri se re- 
comandă investigaţiile ECG si dozările de enzime ori de cite ori se con- 
stată instalarea bruscă a unei insuficiente cardiace, episoade de dispnee 
acută, aritmii sau edem pulmonar (47). ¿ná 
¿O problema mult dezbătută este aceea a posibilităţii de a evalua ex- 
tinderea leziunii miocardice si implicit prognosticul unui infarct miocar- 
dic prin determinări de enzime. O, astfel de evaluare intimpiná dificultăți 
datorită, în primul rînd, cresterilor de; CK— MM. în condiţiile amintite 
(injecții intramusculare, soc cu hipoxie musculară). ^ ` Ñ | 
| Prin determinarea suprafeţei curbei realizate prin dozári seriate de 
CK—MB se pot trage totusi anumite concluzii asupra extinderii leziunii 
si implicit asupra riscului instalării unei insuficiente de pompă (47). Nu 
irecuie uitat însă că gravitatea și prognosticul unui infarct miocardic depin- 
de nu numai,de extinderea leziunii. dar şi de localizarea ei. De fapt infarcte 
cu extindere relativ mică dar survenite în sistemul .excitoconductor com- 
porta un prognostic mai rezervat decît infarctele. cu o altă localizare. Nu 
trebuie. uitată nici posibilitatea ca decesul sá surviná in primele .ore de la 
debutul infarctului miocardic, cînd nivelul enzimelor nu a ajuns încă la 
valori semnificativ, crescute. , niet ha. ^" 

„Pe de altă parte, terapia 'fibrinoliticá,. (streptokinaza,, urokinaza, 
t-PA); cu; efecte in, mod cert: favorabile, asupra, evoluţiei. infarctului, se 
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însoţeşte, de creșteri marcate si precoce ale “enzimelor: celulare. ‘Feriomes; 
nul își găseşte o explicaţie în' reperfuzia miocardului si: „Spălarea“ enzi- 
melor. din zona de leziune, care trec astfel in cantitate sporită: si in: ritmi 
accelerat 1 in torentul circulator (1, Aa 


111.4:1,7. MODIFICARI ALE: ENZIMELOR SERICE IN ALTE) BOLI CARDIACE 

De cele mai ato ori, angina pectoralá nu se insoteste de: creşteri 
semnificative ale CK, GOT (AST) sau LDH. Nu trebuie uitată însă posi- 
bilitatea trecerii progresive de la angina: pectoralá la microinfarctes iar 
într-o astfel! de situaţie explorarea 'seriată a CK poate fi de o: reală 
utilitate pentru depistarea stării de preinraret si instituirea precoce a unei , 
terapii adecvate. 1t 

Miocarditele produc crésteri ole CK, 'GOT si LDH: doar atunci cind : 
au o evolutie. deosebit ‘de: acută si duc la procese necrotice diseminate. 
Aparitia. bruscă, a unei insuficiențe cardiace în contextul” unei miocardite 
complică specificul enzimelor serice prin eliberarea de GOT, GPT ai, 
LDH 4-5 din ficatul congestionat. Același fenomen poate 'surveni.; și in: 
cursul unui infarct pulmonar ` care duce la ó insuficiență acută a inimii 
drepti si la stazá hepatic’ 1. Dé notat cà hepatocitele din centrul lobulului. - 
hepatic, adică cele aflate ‘in jurul venei centrolobulare, sint deosebit de ` 
bogate in LDH si totodată sint cele” mai äfect tate de o congestie ee e 
rapid instalatá (21). i | 

"e Daca insà insuficienta cardiacă. se dezvoltă lent si progresiv, staza 

hepatica consecutiva nu ‘duce la modificări! apreciabile ale GPT, GOT si 
LDH. S-a constatat însă (45) o scădere progresivă a 'colinesterazei serice. 
denotind o reducere a capacității proteosintetice a ficatului, precum şi o 
tendinţă la crestere a enzimelor indicatoare-ale colestazei, aşa cum: sînt 
fosfataza alcalinà si: y- -glutamiltransferaza' (vezi: pag. 243). ‘Conform: aştep- 
tarilor,. intervenţiile” chirurgicale” pe Seel 'se însoțesc de o creștere “a 
enzimelor de proveniență miocardicá ak i 


111.4.2, BOLILE MUECHNTTPRE, 

O treime din masa corpor alá;este reprezentată de: musculatură, care 
contine cantităţi importante de CK-MM, LDH ,. ;, aldolaza (ALD) si GOT 
(AST). Ar trebui prin urmare ca orice leziune muscuiará sá se insotedscá. 
de cresteri marcate ale acestor enzime in ser. 

. Gradul de modificare ‘a activitatii serice a enzimelor menţionate 
depinde însă in mare másurá de starea de activitate a musculaturii si. 
implicit de fluxul sanguin capabil să antreneze in torentul circulator 
enzimele. scurse din musculatura lezată. Asa se explică: faptul că după 
contuzii sau chiar după intervenţii chirurgicale, care produc leziuni li- 
mitate ale musculaturii, creşterile activităţilor serice ale CK, LDH. E 
GOT nu sint deosebit de accentuate, musculatura lezată fiind pusă, in 
repaus si avind o circulatie sanguină restrinsá. - 

Pe de altă parte, efortul fizic intens care antrenează o creștere im- 
poriantă a fluxului sanguin în musculatură duce la creşteri semnifica- 
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tive ale CK si, în: mai mică „măsură, ale. GOT si LDH desi, in. astfel, de 
cazuri, leziunile musculare sint minime, fiind probabil consecința unei 
hipoxii relative și trecătoare. Reamintim că hipoxia severă. şi generali- 
zată a musculaturii, survenită în cursul stărilor, de şoc, se însoţeşte de 
creşteri deosebit de marcate ale enzimelor .de provenienţă musculară. 

Asa cum s-a mai arătat (vezi pag. 202), injectiile intramusculare cu te- 
tracicline, peniciline, diazepam: si antiaritmice duc la cresteri ale enzi- 
melor de proveniență musculară (in special CK—MM), fapt care atrage 
atenţia asupra importanţei natu:ii chimice a substanţei injectate în 
producerea eliberării unor astfel de enzime. . MP ar A 

Pistrofiile. musculare reprezintă. principalul domeniu al “afecţiunilor 
musculaturii în care determinările de. enzime îşi găsesc o valoare diag- 
nostică. Creşteri deosebit de exprimate ale CK si aldolazei și într-o mai 
mică măsură'a GOT şi LDH sse întîlnesc in distrofia musculară progre- 
sivă ‘si’ mai ales în tipul Duchenne. Modificările survenite. în tipul rizo- 
melic, tipul facioscapulo: umeral, distrofia miotonicá precum si în bolile 
neuromusculare’ (atrofii: musculare consecutive unor leziuni, nervoase). 
sînt mai puţin exprimate. Important este faptul cá in fazele de debut ale 
distrofiei. musculare progresive, cînd manifestările clinice locomotorii sint 
relativ mai atenuate, iar pierderile de: substanţă musculară sînt încă mici, 
se 'constată cele mai importante modificări ale. enzimelor serice. Pe 
măsură însă ce boala progresează si musculatura este înlocuită de te- 
sut conjunctiv si‘ grăsime, nivelul enzimelor; serice scade, astfel incit la 
bolnavii imobilizati activitatea enzimelor. serice ajunge adeseori in li- 
mite normale. = | kosa. ath; Wind cora. lt, 

` Determinárile de enzime pot fi utilizate si pentru stabilirea meca- 

nismului de transmitere ereditară. a, acestor ` afecţiuni cu caracter fa- 
milial și ' permit depistarea precoce a membrilor de familie care sînt 
predispusi sá: facă boala, (subiecti de sex bărbătesc). Se pot, de aseme- 
nea, depista "el femeile transmitátoare, cate, desi nu fac boala clinic ma- 
nifestă, pot transmite gena patologică (legată de cromozomul, X), descen- ` 
dentilor de sex masculin. “Astfel de transmifátoare. | au, de regulă, un 
nivel seric de CK si de aldolază situat deasupra limitei superioare a 
normalului. dh A h | TYT 

Dermatomiozitele se insotesc si ele, mai ales in cursul puseelor acu- 
te, de creșteri importante ale CK, LDH si GOT: Tratamentul cu*cortizon 
normalizează nivelul acestor enzime în caz de dermatomiozita dar rà- 
mine fără efect în distrofiile musculare progresive (1, 36, 37). 


Hipertermia malignă, o formă particulară de miopatie care survine! în cursul aneste- 
ziilor, beneficiază din plin de examinarea, compurtării in ser a enzimelor de provenienţă 
musculară. „Această „explozie metabolică” survine, rar (1 caz la 20.000— 50.000 'anestezii), 
dar este de o deosebită gravitate (deces în aproximativ, 60% din cazuri), iar pe de altă, 
parte ridică probleme interesante de patogenezá. Fenomenele se declanșează de către unii: 
agenţi  anestezici. și relaxanfi musculari depolarizanti administrafi unor subiecţi cu o sus- 
ceptibilitate particulară (transmisă ' genetic printr-un mecanism încă neelucidat). Cei mai 
cunoscuți agenți. declanșatori «sint halotanul si succinilcolina, dar pot veni in. discuție si 
eterul, tricloretilena, ciclopropanul, xilina, diazepamul şi chiar barbituricele; ` : 

La scurt timp după administrarea unuia din: agenţii de mai sus, subiectul susceptibil 
dezvoltă in mod rapid tahicardie, tahipnee;. rigiditate musculară (debutatá de reguli cu 
trismus). şi o creștere extrem ide accentuată a temperaturii (uneori 41*C— 42°C). | 
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Patogeneza fenomenelor de mai sus pare a fi legatá de o anomalie a fluxului intra- 
celular de calciu. Se incrimineazi o deficiență „a membranelor care invelesc depozitele de 
calciu din m: isculatura striatá sau un eventual, defect genetic al pompei de calciu, cu rol 
de a împinge calciul inapoi în depozite. ld orice caz sub efectul unui agent declanșator se 
ajunge la o.crestere bruscă de calciu in mioplasmă care determină o extraordinară exacer- 
bare a oxidărilor, evoluind cu decuplarea fosforilárilor oxidative si acidozá. Aceste fenomene 
sint în măsură să explice atit febra cit şi eliberarea de enzime musculare (CK, LDH, GOT 
aldola,4) şi de mioglobină din fibrele musculare afectate. Este important de ştiut cá in 
' astfel de situaţii, viteza de crestere a nivelului seric al enzimelor este deosebit de rapidă 
şi contribuie astfel in.iod decisiv la precizarea diagnosticului (31). 

‘De notat că atit hipertermia malignă cit şi alte stări patolo gice, evoluind cu liza mus- 
culaturii (rhabdoniiolizi) si mioglobinurie (de exemplu miopatia alcoolică), pot duce la feno- 
mene de coagulare i intr: wasculară diseminata si > M renală acută. 


111.4.3. BOLI SANGUINE 


Determinarea activităţilor unor enzime serice oferă hematologiei noi 
posibilităţi de diagnostic si de evaluare a eficacitatii terapiei. . 

Anemiile megalpblastice” constituie, un: astfel de exemplu, cresterile 
LDH (izoenzimele LDH, si LDH,) fiind deosebit de exprimate (36, 49). 
Conform experientei laboratorului nostru, valorile activitátii LDH s-au 
situat între 600 si.8500 U/L (3—40 ori limita superioară a normalului), in 
“toate cazurile de anemie Biermer confirmate prin punctie sternalá, iar 
tratamentul cu vitamina Bus a dus Ta o normalizare a acestei activităţi 
in decurs de 2—3 sáptámini (11). 

„De notat că tendinţa de revenire spre: normal a activității LDH în- 
cepe încă înainte de apariţia: crizei reticulocitare. Cercetări din ultimii 
ani (38). au arătat că activitatea serică a: LDH este intotdeauna. crescută 
în anemiile megaloblastice cu nivel sanguin scăzut de vitamina. By» 
și/sau acid: folic, şi cu .ráspuns. prompt la terapia substitutivă în „timp 
ce în anemiile megaloblastice refractare la tratamentul eu agenţii men- 
Donat, activitatea LDH nu este modificată. Se. ‘poate: deci afirma că: do- 
zarea LDH .constituie un mijloc important de diagnostic si de..evaluare 
a SCH et, in sindroamele anemice (vezi fig. 3.20). 


Mecanismele care War la cresterea impresionantă. a activităţii: LDH 
în serul bolnavilor cu anemie Biermer nu sînt încă pe deplin elucidate. 
Se pare însă că acest fenomen se datorește, cel putin in parte, degradării 
. intramedulare a formelor imature ale eritronului. Pentru acest punct 
de vedere pledează si observatiile noastre privind valorile mult mai ri- 
dicate ale activităţii LDH în “serul nehemolizat al singelui “medular 
(2600 U/I), în comparatie ` cu activitatea LDH în serul sîngelui: recoltat 
din vena cubitala (950 U/U) a unui bolnav cu aneniie' de tip Biermer (11). 

° Sau descris și alte “modificări ale unor enzime 'serice fr anemiile megaloblastice, care 
deși ha au o valoare diagnostică, ridică totuși probleme iñteresante de patogeneză. Asa de 
exemplu, nivelul “colinesterazei serice (CHE), un: indicator ' al sintezei hepatice de’ proteine, 
este Stmitificativ mai scăzutii la bolnavii cu anemie de: tip Biermer, refácindu-se încet după 


207 


DHIUe ` | CHE (unten 
SW s | | 300 


bé 4, F6 81 110. 12 14 ,16, 18 20.22 24 26 ^. 
Vit ës i : 


Fig. 3.20. Exemplu ilustrativ. privind comportarea LDH si CHE i in. ‘serul unui bolnav cu anta 
mie megaloblasticá tratat cu vitamina Bis 


20— 30 zie de la debutul terápiei, atunci cînd. și mimărul! hematiilor ' circulante se apropie 
de valorile normale (11). Scăderea CHE, într-un caz de anemie megaloblasticá severă netra- 
tată, ar putea fi consecința: "unei suferințe pur funcționale a hepatocitelor în cadrul hipoxiei 
generalizate sau ca urmare a “unel: perturbări cu caracter generalizat a sintezei de acizi 
nucleici datorită . carenfei de vitamina Bi O ` astfel de suferință funcţională se repercută 
“asupra capacităţii proteosintetice: a ficatului fără a se însoţi de semiie ‘care să indice un pro- 
ces lezional al hepatocitelor. Nu poate: fi exclusă. ipoteza: după care nlvelul seric scázut al 
dior enzime hepatice inductibile aga cum’ sint fosfatáza alcalină ‘si y-glutamiltransferaza, 
constatate în majoritatea” cazurilor de anemie Biermcr, ar fi tot o consecinţă a -deficitului 
de acizi nucleici avind ca urmare o reducere a capacității a UE de a reacţiona la 
agenţii inductori- (1 # 


Anemiile hemolitice se insotesc de cresteri ale iZüdnzimelor LDH, Si 
LDH, doar in “cursul crizelor de deglobulizare , acută, gradul. de creştere 
depinzind de gravitatea bolii, De regulă, „chiar si in.astfel de crize de 
hemoliză, nivelul: LDH, se situează sub media . valorilor intilnite în ane- 
miile megaloblastice (vezi fig. 3.21). În majoritatea cazurilor de anemie 
hemolitică cu evoluţie cronică, nivelul activității serice a LDH este nor- 
mal sau doar uşor crescut. Dacă însă la un astfel de bolnav, cu anemie 
„exprimată. de natură hemolitică dar aflat în afara unei. crize acute de 
deglobulizare, se constată o creştere importantă a LDH, se poate bănui 
„0 carentá secundară de acid folic. O astfel de carentá poate. surveni. ca 
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Fig. 3.21. Comportarea activităţii serice a LDH la bolnavii cu ane- 
mie megaloblasticá, in comparafie:cu valorile intilnite in.alte forme 
de anemie sau in hemopatii maligne. Cercurile pline pe jumătate 


` 


- si marcate cu asterisc indică bolnavii cu anemie hemolitică severă 
. prezeutind o carenfá secundară de acid folic. Tre - trombocite- 
| mie. | 


urmare a 'exacerbării cu” caracter compensator a eritropoezei si consu- 
mării consecutive în ritm accelerat a rezervelor de acid folic de către | 
'eritronul hiperplaziat. Intrucit, într-o astfel de situație, elementele se- 
riei roșii: capătă un caracter macroblastic sau chiar megaloblastic, meca- 
nismul creşterii activităţii serice a LDH devine similar ou cel din ane- . 
miile.de tip Biermer amintit anterior (vezi fig. 3.21). INE 
Alte anemii cum sint cele sideroblastice (sideroacrestice), feriprive, 
aplastice sau. posthemoragice nu se insotese de cresteri ale LDH sau ale 


altor enzime serice (11, 36, 49). 


Hemopatiile maligne nu prezintá modificári caracteristice ale enzimelor serice care crese 
-uneori nu at in’ legătură: cu. boala de bază cit mai ales cu eventualele complicaţii ale 
Jleucemiilor. Creşterea aminotransferazelor (GOT, GPT) şi a LDH într-o leucoză poate astfel 
sugera. o infiltrare leucemicá a ficatului, un accident hemoragic sau trombotic sau un even- 
tual proces de coagulare intravasculară diseminatá afectind microcirculafia organelor paren- 
chimatoase. Eliberarea de LDH din elementele figurate proliferate $i care se distrug in ritm 

accelerat poate totuși contribui la creşterea activităţii sale in scr, fenomen constatat in 
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Fig. 3.22. Comportarea colinesterazei (CHE), ceruloplasminei (Crp) si facto- 
rului XIII ‘stabilizator al fibrinei in cursul tratamentului cu L-asparaginazá 
la un bolnav cu leucemie limfoblasticá. Pe abscisá: timpul in zile. Pe ordo- 
natá: activitatea CHE in umd/ml/h, concentrația ceruloplasminei in mg/dl 
si activitatea factorului XIII în % din media valorilor normale; ` 


numeroase cazuri de sindrom ' mieloproliferativ, mai’ ales în urma terapiei cu citostatice. 
Creşterea LDH la un bolnav cu limfom malign atrage atenția asupra unei progresiuni rapide 
$i implică un prognostic rezervat. Nu trebuie apoi uitat cá în unele leucemii acute pro- 
liferarea excesivă, a limfoblastilor poate duce la o carent& secundară de vitamină B,, şi/sau 
„acid folic şi; modificarea în sens megaloblastic a eritropoezei. În astfel de cazuri, creşterea 
LDH. atiuge valori sitnilare cu'ecle din: anemia Biermer. | A ; I 

"Un fenomen particular este reprezentat de „falsa creştere” a LDH si a. fosfatazei acide: 
in serul bolnavilor cu:trombocitemie. Se consider’ cá, in astfel de, cazuri, enzimele, menfio- - 
nate se eliberează din plicutele sanguine: excesiv de numeroase si care se distrug in. cursul 
coagulárii sîngelui recoltat pentru laborator. Acelaşi mecanism explică și creșterea potasiului 
in, serul dar nu si în plasma. bolnavilor (1). : ' d ) E f 

Tratamentul cu L-asparaginazá ol leucemiilor acute ridică o problemá interesantš ‘cel 
pufin din punct de vedere teoretic De fapt, depletia in asparaginá cauzatá de acest gen 
de: terapie “afectează nu ‘numai celulele leucemice dar si hepatocitele a căror. capacitate de 
“a sintetiza protéine este astfel sever limitată. De fapt, aga cum reiese din fig. 3.22 terapia 
cu L-asparaginazá produce o accentuată scădere a unor enzime secretate in plasmá de către 
ficat. Se pare că susceptibilitatea particulară a: hepatocitelor la depletia in asparagină se 
datoreşte faptului că aceste celule: nu sînt dotate cu: asparaginosintetază şi nu pot compensa 
lipsa aportului amidei menţionate. Întruct asparagina intra’ in: structura lanțurilor; pepti- 
‘dice "a multor proteine, sinteza acestora este compromisă (6; 7) 


210 


111.44. BOLT ALE OASELOR 


Diagnosticul enzimatic al bolilor osoase nu a facut progrese impor- . 
tante în ultimii ani, jar fosfataza alcaliná osoasá rámine, la ora actuală, ` 
singura enzimă cu-importantá practică in acest domeniu al patologiei. 

Fosfataza alcalină (ortofosforic monoester fosfohidrolazá. EC 3.1.3.1.), , 
secretatá de osteoblaste si catalizind hidroliza unor esteri organici ai. 
acidului fosforic, favorizează dezvoltarea structurilor -cristaline de fosfati 
anorganici de calciu din.oase. Prin acest efect fosfataza alcalină (AIP) 
promovează osteogeneza, iar activitatea acestei enzime creşte în ser ori 
de cîte ori .are loc o.reactie.osteoblasticá si formarea sau repararea te- | 
sutului osos. ; | 


Asa. se explică si faptul că la virsta copilăriei si, in general, in . 
perioada de creștere (pînă la 15—17 ani) activitatea serică a AIP prezintă , 
valori duble sau chiar triple faţă de cele ale adulţilor. . sË yale cg 

Rahitismul, in care deficitul de minerale se asociază cu o reacţie os- 
teoblasticá, evoluează cu: creșteri importante ale fosfatazci alcaline (AIP) 
serice iar tratamentul cu vitamina D readuce activitatea enzimei la va- | 
lorile normale corespunzătoare virstel, Valori deosebit de ridicate ale 
AIP se întîlnesc în formele de hiperparatiroidism primar sau secundar, mai 
ales atunci cînd s-a ajuns la o afectare a oaselor. În cazurile de hiper- 
paratiroidism primar (adenom al paratiroidelor), decalcifierea oaselor 
evoluează cu o importantă hipercalcemie și hipofosfatemie care, alături 
de creşterea activităţii serice a AIP, contribuie la stabilirea  diagnosticu- 
lud toss. ' i i -» 


+ 


„Spre deosebire de situaţia descrisă, în boala Paget (osteodistrofia di- 
formantă), nivelul calcemiei este normal deoarece, ca urmare a unui 
anumit grad de paralelism între procesele de osteoliză şi osteogeneză, cal- 
ciul resorbit dintr-o zonă de liză a osului este utilizat într-o altă zonă ` 
în care. predomină. reacţia osteoblasticá şi refacerea osului. Din acest 
motiv, creşterea excesivă a AIP reprezintă un important ajutor în: diag- 
nosticul bolii Paget. Valori crescute ale AIP se mai întîlnesc si în stadiile: 
avansate ale osteosclerozei.  ^- | "wm yum 

. Procesele tumorale primare sau secundare ale scheletului se inso- 
tesc de cresteri ale AIP si in másura in care pot da nastere la o reactie os- 
teoblasticá. Asa de exemplu, tumorile primare  osteogene evoluează cu 
creşteri ale, AIP în timp ce in sarcoamele osteolitice, (sarcom Ewing, 
reticulosarcoame ale oaselor), activitatea enzimei se situează în limite 
normale. pe, LAS Au gie i | RT 

.. Procesele tumorale metastatice cu caracter osteoblastic si insotite de 
cresteri, marcate ale AIP sint mai ales cele pornite de la un carcinom al 
prostatei: In metastazele osoase pornite din carcinoamele mamare sau 
din alte procese tumorale, cresterile AIP sint mai putin exprimate. De 
notat însă că valori normale de AIP la un bolnav cu o afecţiune neopla- 
zicá nu pot exclude prezenta metastazelor osoase care pot evolua, uneori, 
cu un caracter osteolitic pur neinsotit de reacția osteoblasticá. Mai amin- 
tim cà leziunile osoase din mielomul multiplu nu se asociazá cu cres- 
teri ale acestei enzime. ` wol ober aspan k 

Valori normale ale AIP se întilnesc in osteoporoză, fapt cu impor- 
tanti în diagnosticul diferențial al proceselor de decalcifiere osoasă. Scă- 
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deri moderate ale AIP au fost semnalate in afecțiuni; caracterizate prin- 
tr-o incetinire a osificarii, ca de exemplu in deficitul de vitamina C, hi- 
potiroidism sever instalat incá din copilárie (cretinism) si in acondro- 
plazie. 

"Valori deosebit : de scăzute ale AIP se Constat? in hipofosfatazie; o: 
afectiune geneticà evoluind cu fenomene de rahitism rezistent la terapia 
cu vitamina D. De notat că terapia ' ‘cu EDTA, administrată în cazurile 
de intoxicație cu plumb, inhibă activitatea AIP. Interpretarea modifică- 
rilor AIP in bolile osoase este ingreunatá de faptul cá aceastá enzima 
poate proveni si din ficat, activitatea sa crescind' mult în hepatopatiile 
colestatice. Exista astazi posibilitatea de a se diferentia; prin” separări 
electroforetice, izoenzima AIP osoasă: de izoenzimele provenite din ficat 
sau din intestin. Întrucit aceste tehnici nu sînt întotdeauna accesibile la- 
boratoarelor clinice, este’ important de ştiut că în hepatopatiile colestatice, 
creșterea activităţii AIP se “asociază cu nivele! crescute ale: altor enzime 
indicatoare ale colestazei, asa cum’sint ‘y-glutamiltransferaza ¢ GT), 5'-nu- 
cleotidaza: si 'aminopeptidaza (leucinaminopeptidaza, LAP), in timp ce in 
afecțiunile osoase, activităţile enzimelor amintite se situează în. limite 
normale. 


| Dozárile, de fosfatazá acidá (AcP) pot. furniza informatii comple- 
mentare in bolile 050ase, Se stie cà ACP Și mai ales izoenzima de ori- 
gine prostatica (tartrat inhibabilă) creşte în carcinomul de prostată, care 
a depăşit capsula si mai ales in inetastazele sale osoase. In acest fel, 
creşterea „simultană, si exprimată. a AIP si Ach, „poate diferenţia metasta-. 
zele unui astfel de carcinom de alte afectiuni ale osului. De fapt, cres- 
terile de Ach, survenite în alte boli ale oaselor, ca de exemplu..in osteo- 
petrozà (boala Albers- -Schónberg), hiperparatiroidism, boala Paget, me- 
tastazele unui carcinom mamar sau în afectarea osoasă din boala Gau- 
cher, Sint: mult. mai putin exprimate. decît cele care survin in “‘metastazele 
osoase ale unui, carcinom de „prostată. 


Din cele expuse! se poate, deduce. că determinàrile | de enzime în bo- 
lile ‘osoase; oferă. posibilităţi limitate de „diagnostic. jar rezultatele pot. fi 
interpretate doar in lumina datelor clinice si radiologice (48). 


Ul. 4.5. BOLILE PANCREASULUI 


Suferințele acute. sau cronice ale pancreasului survin fn’ cele. mai 
multe cazuri in asociere cu alte îmbolnăviri între care pe primul plan se ' 
situează litiaza biliară si alcoolismul. Din acest motiv este important de 
a se face o diferenţiere între modificarile testelor.de laborator consecu- | 
tive „leziunilor pancreaticé si cele „cauzate de suferinţa altor organe, sur- ` 
venită concomitent, si în strinsă legătură cu afectarea pancreasului. Așa - 
de exemplu, /desi tesutul pancreatic. este bogat in yGT,. cresterea acti- 
vitàtii serice a. acestei enzime la un bolnav cu pancreatità acută poate. fi 

considerată mai degrabă, Ca; fiind ` de origine hepatica, ca o consecință a 
alcoolismului sau a unei suferinţe hepatobiliare. 


Același tip de hepatopatie cu caracter colestatic poate explica nive- 
lul crescut al AIP sau al GOT si GPT. care, survine mai ales ca urmare 
a unor colici biliare, precedind sau evoluind concomitent, cu o pancreato- 
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patie „acută; Creşterea, concentraţiei. acizilor ¿biliari serici. In numeroase 
astfel de cazuri constituie de altfel.o dovadà a, leng unui reflux. 
biliar. 
Pe de altà ‘parte, . 0: LM a ID „şi a CK-MM,, la un  bolnay. CU 
0 formă deosebit de gravă a pancreatitei acute, se estică în cadrul stării 
de soc si respectiv | a hipoxiei, musculaturii. 

Singurele „enzime a căror modificare poate fi pusă. în legătură, directa 
cu. leziunile pancreasului. sint .a-amilaza si lipaza care trec in ser,ça urz, 
mare. a unei alterári.a partiției. exogen: endogene a acestor enzime. 
(vezi, pag. 194). Avindu-se, în, vedere. că pancreasul, sintetizează zilnic, .ci- 
teva. grame. de protein-enzime si secretă . aproximativ eer? litri de suc 
pancreatic, ar fi de aşteptat ca orice; boalá a pancreasului evoluind cu o 
astfel de alterare a .partitiel.exo- -endogene sá ducá la o importantá cres- 
terein sera enzimelor secretate de pancreas, Jn realitate, interpretarea 

modificárilor suferite, de nivelul seric al enzimelor pancreatice implică 
o. serie.de dificultăţi care sînt analizate î în cele ce urmează. | 

Pancreatita acută. Formele grave ale acestei, boli se caracterizează 
prin. autodigestia țesuturilor. pancreatice, si necroza consecutiva a paren- 
chimului. Există însă si numeroase cazuri în care activarea intracelulară 
a enzimelor, pancreatice, (fosfolipaza si. tripsinogenul) poate. fi limitată ca 
extensie şi intensitate, astfel încît leziunile nu ajung pind la forme necro- 
tice. hemoragice si se limiteazá la modificári de membrana si la edem. 
De fapt, multe cazuri de. pancreatità acuta e, vindecă, fără à lăsa o in- 
suficientá pancreatica. 

Atit în formele grave cit si în formele atenuate se constată insă o 
creştere in ser a u-amilazei, creștere care, la:4—5 ore de la debutul dure- 
rilor abdominale, poate ajunge la valori de cinci ori superioare celor nor- 
male iar în decurs de 24 ore; poate depăşi de 10 ori limita superioară-a. 
normalului.: Gradul de crestere-al a-amilazei este variabil de la-caz la caz 
şi nu s-a putut stabili o legătură certă: între acest grad de creştere si gra- 
vitatea fenomenelor! clinice sau. evolatia ulterioară a bolii: (25). 


Datorită eliminării prin urină "a -amilazei, valorile anormal de cres- 
cute al^ acestei enzime tind” să Kevin spre normal deja din ziua a doua 
de la debutul fenomenelor! acute si doar în rare cazuri. persista mai mult 
de 72 ore. Misurindu-se însă activitatea a-amilazei in urina colectată, pe 
o perioadă de 24 ore, este posibil sá se detecteze chiar si cresteri cu ca- 
racter trecător ¿ale enzimei. Din acest motiv determinárile activităţii 
w-amilazei, în urină sint superioare ca valoare diagnosticá determinărilor 
efectuate în ser., „Menţionăm că în condiţii normale amilazuria osciteuză 


între 200— 1900 Us 24 ore. 


De notat că in cazurile evoluind cu stare de soc si oligurie, elimina-: 
rile:urinare ale asamilazei se reduc si cresterea. sii Yaar, q enzimei in ser 
persistă mai | mult de 72 ore. 


| Valoarea diagnostică a determinárilor de a-amilazá este limitatá si 
datorită faptului cá.activitatea serică .a acestei enzime este determinată 
nu numai de-amilaza | pancreatică dar și de cea provenită din glandele 
salivare. Din acest: motiv, parotiditele se insotesc de 'creşteri importante 
ale a-amilazei. serice.. Există însă astăzi posibilităţi. de a se diferenţia . izo- 
enzima. pancreaticá de cea salivará prin separári electroforetice, prin re- 
zistenta la diversi inhibitori sau prin adsorbtia pe schimbatori de ioni. 
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„Alte stări patologice care pot duce la: cresteri: ale a-amilazei serice sint ulcerul pene- 
trant in pancreas, ocluziile intestinale, infarctul - -mezeriteric, colecistita acutd sou adriinis- 
trarea de opiacee care produc adeseori un spasm tranzitoriu al sfincterulüi Oddi. De notat 
„că 'coexistenja unei suferințe pancreatice trecătoare nu poate fi' exchisă in condițiile patolc- 
gice menționate. 

Perturbari in procesul de climinare pe cale tirinar’d a ‘g-ainilaze’ se insofesc de creșteri 
ale nivelului seric al acestei enzime, fenomen constatat în afecțiunile renale evoluind cu 
reducerea filtrării glomerulare. O situaţie particulară este reprezentată: de macroamilaze mie 
cind dimensiunile crescute ale :a-amilazei: previn filtrarea sa la nivelul'glomcrulilor. Conform 
 unor investigații 1 recente, iere ar fi rezultatul formării unor a n n 2h ale: enzirmci 
fiind însă lipsit de consecinţe Giele si de seinnificatie clinică, 

"Menţionăm! ca o curiozitate de ` "patologie biochimicš posibilitatea creșterii «-amilazei 
“serice ` in sarcina extrauterină, tuniori ovarienc, 'salpingite, precum $i in. sindromul paranco- 
plazic. intovárásind, spre exemplu, un carcinom. bronșial. Mecanismele prin care se ajunge 
ls. creșterea amilazemiei. tn astícl de situaţii nu sint însă pe deplin elucidate, incriminindu- -se, 
dn. unele cazuri,. prezenţa ‘de fesut pancreatic ectopic. Ç 

‘Determinifrile de lipazà "serică. înlătură o parte din inconvenientele” menţionate ale 
inv estigării, pancreasului, “bazate doar pe determinări de. a-amilază. 

Reproducem ` în tabelul 3.7 citeva. din cauzele extrapancreatice | ale eresterilor de a- 
amilază si de lipază in ser. 

Observațiile clinice au mai relevat că în “cazurile! la’ care factorii. de risc ai pancreatitei 
acute (de “exemplu ` "litiaza biliară, alcoolismul, hipertrigliceride miile) persista, “atacurile de 
pancreatitá pot cápita un caracter pa ret oq) jar suferinţa pancreatică trece spre o formă 
cronică (1, 25). | 


Pancreatita cronică. Majoritateal sboldavilom cu. .pancreatità 'Cronicá 
sint'alcoolici. În: cazuri mai rare, se pot incrimina hepatopatiile colesta- 
. tice evoluind cu cresteri ale nivelului plásmatic de acizi biliari. Boala arc 
«un caracter lent progresiv si ajunge cu. timpul la insuficiență pancreatica. 
Diagnosticul pancreatitei' cronice intimpiná dificultăţi: deoarece manifes- 
“tările clinice sînt necaracteristice, iar activitatea a-amilazei în ser sau 
urină si lipaza serică cresc doar in cursul eventualelor atacuri recurente. 
De altfel chiar şi: astfel de: creşteri: tranzitorii. devin din ce în ce mai pu- 


ch 3.7 


Cauze extrapancreatice e cresterll activităţilor serice ale amilazel st Upazel. -- — ne- 
tivitate crescută; . — activitate normală; * afectarea panerensulul nu poate: tt exclusă; ** —n- 


socferea unei pancreatite secundare duce ei Ja creşterea à pazei. 
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tin exprimate pe măsură ce parenchimul pancreatic este înlocuit de te- 
sul Scher gsi la principle , ar, trebui ca o astfel de insuficienta functionala 


Ya ^A. 


d bine de: douà treimi din a-amilaza serică este provenită din Hekate 
salivare, astfel incit o eventuală scădere a componentei pancreatice are 
un efect minor asupra activităţii globale a serului. Dozárile selective ale 
izoenzimei pancreatice sau determinárile lipazei serice ar putea detecta 
chiar si stárile de hipoenzimie consecutive reducerii parenchimului' pan- 
creatic. Insüficienta secretorie a pancreasului poate fi însă evaluată mai 
obiectiv prin determinarea cantitativá'a enzimelor secretate in sucul duo- 
denal pe unitatea de timp in urma stimulării maximale cu secretinàá-pan- 
creoziminá sau prin 'dozarea „chimotripsinei în materiile fecale (1, 25). 


Insuficienfa panercaticá poate fi cauzatá nu numai de pandteatitele Vve? dar: si: de 

alte preeepe patologice, ‘ca de exemplu - fibroza chistică a. pancreasului, stările de carenfá 

severă: în proteine (1Kwashiorkor),; hemocromatoze, carcinoame , ale pancreasului sau, ale regiu- 

nii ampulare precum si deficitele ‘cu caracter” genetic afectind sinteza diferitelor. enzime pan- 
creatice (1). = ve Bitu, 

Carcinomul de ' pancreas. Atunci cind carcinomul cuprinde Ver ac AM, si dete r- 
mină, fenomene de colestază ' extrahepatic’ sau în caz de metastaze hepatice ale unui astfel 
de carcinom, creşterea in ser a enzimelor indicatoare. ale colestazei, ca de exemplu AIP 
si YGT, (vezi pag. 222), este. deosebit de, exprimat. Nivelul seric al enzimelor produse de 
pancreas, respectiv amilaza $i lipaza se modifica insá in mod nesemnificativ in carcinoamele 
pancreatice chiar şi atunci cind procesul duce la obstructia ductului pancreatic. Astfel de 
rezultate - ak se datoresc mai ales atrofiei țesutului erop (1,, 25). 


111.46. BOLILE FICATULUI SÍ CĂILOR BILIARE | 


Suferințele ficatului constituie principalul domeniu de aplicare diag- 
nosticá al determinárilor: de enzime serice si ridică totodată cele - mai 
complexe. probleme de est aia pne de comportarea acestor en- 
zime. 


In esenta, destermiitadte de enzime serice: pot oferi informaţii cu: pri- 
vire la următoarele aspecte ale patologiei hepatice: 
1) Detectarea, unei creşteri patologice: a permeabilităţii membranei 
hope toties mro ear tri = ir ROOT tcr ir 
32) Depistarea unei insuficiente: a functici proteosintetice a ficatului; 
3) Indicii cu privire la existența unui proces de colestază; 
4) Indicii ` cu privire la o eyentualá inducere’ de enzime. 


TILAG.]- CRESTEREA PERMEABILITATII MEMBRANEI CELULELOR HEPATICE 


Un astfel de proces “poate fi detectat pe baza cresterii ` ‘in ser a'en- 
zimelor celulare ca de exemplu AST (GOT), ALT (GPT), LDH (izoenzi- 
mele 42:5)"'8 GLDH. Existá si alte enzime celulare ‘al cáror nivel crește 
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Tabelul 3.8 


Comportarea unor enzime celulare (AST, AUT, GL DH) tn’ diferite forme elinice ale uuor 
boll ` hepatice în funcţie de ura dul, "extinderea D ‘viteza de Instalare: ale leziunilor. Exemplele 
numerice” au doar’ un 'earneter orlentatlv şi nu pot fl ‘absolutizates Vulorile LDH sint trecute 

doar in afecțiunile, In cure "prezintă creşteri importante. 


Gradul de afec-; Moderat ! |. Sever- f Cero 


Sever 


“tare a hepato- n jer pa} Sever | 
citului j i | 
t 
TY ES Tj TI i z ipa ioe Fn 
Numărul: de mare mare’ "| variabil relativ mai| redus 
celule afectate |. lil ae că redus. 
¡ (KK rr uad 2 
Viteza proce- rapidă. „rapidă véi ; relativ ! Be hii lentă 
'sului ` um i w 4 i] lentă mai lentă 
Nivelul seric ` “mult crescut ` ` ja foarte:mult moderat ‘moderat putin: ` 
“al enzimelor |: l  erescut. | crescut | erescut crescut 
"Exemplu de “Hepatităvacută |^ (|o i AS. a mili ) 
boală... ' daia a a eg Intoxicatie Hepatit’ | | Cirozá ` Ciroză 
de Pina rui M ig dee! nos _| cronică hepatică ` hepatică 
anic- | icte- | necro- (ciuperci, progresivă | activă stinsă” 
|tericá | rică | tizantá ES Pio j 
Exemple nu- | | 
merice i é AUR ¿i iad 
AST (UI 180 . | 400 1600 3500  . 122 20 
Lua guapa las insistir La s A da i | 
ALT (UN) [300] 600 | 1200 2600 82 8 
me ; | 
GLDE (Up). | 4 | 11 | GA ia 1000 ii 7 1 | 
LDH). LDH 4000. | 
550 i | 


in ser în caz de leziuni hepatice, asa cum sînt ornitincarbarniltransferaza 
(OCT), izocitratdehidrogenaza (ICDH) si sorbitoldehidrogenaza (SDH) care 
sint mai rar utilizate în laboratorul clinic, deşi unele din ele (OCT, SDH) 
sînt considerate: ca -fiind mai specifice pentru parenchimul hepatic. Meca- 
nismele intime care duc la creşterea în ser.a enzimelor celulare și fac- 
torii de care depinde gradul acestei creşteri au fost prezentate anterior 
(vezi pag. 194). 

- Actualizind datele de patologie ` hepatică este important, de arătat ca 
diferitele boli ale ficatului realizează condiţii particulare care diferă în 
funcţie de etiologia și stadiul evolutiv al hepatopatiei (vezi tabelul 3.8). 


„Aşa cum. reiese si din tabelul 3.8, alături. de creşterea în, ser a enzi- 
melor celulare, în diversele boli ale, ficatului se produc: și modificări. ale 
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raporturilor ¿m activitàtile diverselor enzime. Asa de aed in 
timp ce la subiecţii sănătoşi raportul GOT/GPT sau așa-zisul raport 
DeRitis este de: aproximativ 1,3, in cazurile comune de hepatită virală, 
acest aport devine subunitar, crescind insà atunci cind leziunile capata 
un caracter necrotizant care se trădează şi prin creşterea deosebit de ex- 
primatá'a GLDH (1, 36, 37). 


Aceste ,distorsiuni" ale raportului GOT, GPT pot fi explicate prin 
mai multe mecanisme. Se considera astfel cà in cazul unor leziuni mo- 
derate ale hepatocitelor care afectează doar. permeabilitatea membranei 
celulare, scurgerea din celule interesează cu predominanta enzimele cu 
localizarea strict citosolica, asa cum este GPT, pe cînd in cazul unor le- 
ziuni severe cu caracter necrotizant se eliberează din celule si enzimele 

itocondriale ca de exemplu. GLDH, iar GOT (AST) cu localizare bilocu- 
lara (citosolicá si mitocondrială) creşte mai mult decît GPT (ALT). 

Pe de-altă parte, s-a arătat (40) că GPT se află în concentraţii mai 
mari în special în celulele de la periferia lobulilor hepatici care sînt mai 
rapid afectate de procesele inflamatorii care debutează, de regulă, în spa- 
tiile Kiernan, respectiv. în țesutul conjunctiv interlobular. După aceiaşi 
autori, GLDII s-ar găsi în mai mare. abundență în zonele centrale ale 
iobului hepatic care, sînt afectate atunci, cind survine o necroză mai cx- 
tinsă (peace meal necrosis). Un al treilea mecanism in másurá sá explice 
cresterea mai accentuatá a GPT in formele ușoare si medii de hepatită 
acută este reprezentat de persistenta mai îndelungată în ser a acestei en- . 
zime care are un opa de Mun E (T/2) mai lung decit GOT (40). 


În opoziţie cu GPT, izoenzimele LDH, , se află localizate mai ales în celulele aflate 
în jurul venei centrolobulare astfel încît, în principiu, procesele de stază hepatică ar trebui 
să ducă la‘ creșteri ale acestor izocnzime. În realitate, datorită eliminării relativ rapide din 
plasmă a izoenzimelor LDH, , (vezi pag. 197), astfel de creșteri se intilnesc doar în caz 
de iusuficientá acută a inimii drepte (de exemplu într-o embolic pulmonară), precum si in 
condițiile unui proces necrotic cu caracter supraacut, aga cum survine mai ales in intoxi- 
cafiile acute (vezi tabelul 3.8).* in alte forme clinice ale bolilor hepatice, determinárile de 
LDH au o valoare diagnostic’ redusă şi nu bei cazul si fie solicitate ca o analiză de rutină 
(1. Er: | | 

De asemenea, déterminárile de ornitincarbamiltransferazá (OCT) iși gásese o aplicare ` 
in practică doar atunci când asociaţiile morbide, respectiv leziuni multiple in diverse organe, 
ingreuneazá interpretarea modificárilor care afecteazá enzimele serice utilizate in mod obișnuit 
in laboratoarele clinice (39, 40). Prezentăm În fig. 3.23 comportarea GOT şi GPT în citeva 
hepatopatii caracteristice. 


Q stare patologică particulară 9 S PPM prin cresterea simultanš in ser a enzimelor 
celulare hepatice (GOT, GPT, GLDH, OCT), a celor musculare (CK) precum gi a a-amilazel 
si lipazei se Intilneste în așa-numitul sindrom Reye. Sindromul apare la copii şi este compus 
din două faze,. o fază infecțioasă (gripă sau varicelă), urmată după « citeva zile de vărsături 
şi cucefalopatie, asociată, cu modificările menționate ale, enzimelor serice şi de creşterea în 
plasmă a acizilur orgarici (lactic, piruvic, acctoacctic) gia acizilor aminafi. Intrucit examenul 
histochimic evidenţiază o scădere a enzimelor mitocondriale în țesuturi, sindromul Reye 
ridică problema unei -lezări gene ralizate a mitocondriilor. 
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1.4.6.2; CAPACITATEA DE SINTEZĂ A HEPATOCITELOR 


Aceasta functie poate fi evaluata prin dozarea enzimelor $i, in gene- 
ral, a proteinelor.. secretate activ de către ficat in plasmă. Asa cum s-a 
arătat în capitolul precedent, cu excepția imunoglobulinelor, marca ma- 
joritate a proteinelor. plasmatice este sintetizată de către hepatocite. Este 
bine de a preciza insá de la bun inceput cá nivelul plasmatic à il unei en- 
zime sau proteine secretate de ficat depinde nu numai de viteza de sin- 
tezà dar si de viteza de desradare. Bin acest motiv, concentrafia in plas- 
má a unei enzime sau proteine de .secretie hepatica furnizează. doar o 
imagine aproximativa asupra,- capacității de sinteză a ficatului: Asa de 
exemplu, pr otcinele care sint rapid eatabolizate, după formarea de com- 
plexe, asa cum sint Baptoglobina şi proteina, C3 a complementului nu 
sint potrivite pentru evaluarea funcţiei hepatice, desi nivelul. lor plas- 
xatic poate sà scadă din cauza unui deficit de sinteză (39). . : 
Indicatorii :cei mai utilizaţi pentru depistarea unei: reduceri. a proteo- 
sintezei, hepatice. sint colinesteraza serică (CHE) si factorii coagulării de- 
pendenti de «vitamina K La acesti indicatori. enzimatici s-ar mai putea 
adăuga unele pia ne cum sint albumina serică E RENE [i ds ki 


ld eem 


2 zile) si factorul VIT al coagulate cack de citeva a ore), in timp c ce ` defi- 


SA Mmm serică a2 pie n -— de zile) sau CHE (T/2 
aprox. 14 zile). 


Confirmind’ datele "autorilor germani (1, 37,58), observaţiile efectuate 
în laboratorul nostru (5,9) ne-au'convins de utilitatea determinárilor se- 
riate de CHE; care constituite unul din puținele teste hepatice cu valoare 
pregnostici. De fapt, asa cum se vede din fig. 3.24, scăderea progresivă 
a’ acâstei enzime îndică o ev volutie nefavorabilă, iar valorile situate la 
aproximativ. 109/; din media normalului atrag atenția asupra, pericolului 
comei hepatice. vis gradul de scădere al CHE într-o ciroză hepatica 
este mai accentuat decit cet: al albuminei serice sau al complexului pro- 
trombinic. Asa de exemplu, într-o ciroză hepatică decompensată paren- 
“chimatos,, scăderea albuminei serice ajunge rareori sub 60% din va- 
lorile normale, iar indicele protrombinic sub. Bi, in timp ce activitatea 
CHE se prábuseste la valori de 20—30% din media normalilor. Pe de altă 
parte, in cazurile de coma hepatica instalata rapid la un bolnav cu hepa- 
tită acută necrotizantá sau într-o intoxicatie cu ciuperci, decesul poate 
surveni la o valoare a CHE de aproximativ 200/, din. valoarea medie a 
normalilor, pe. cînd factorul VII al. coagulárii si inpia timpul” de pro- 
trombiná pot ajunge la 100%. 


Nu trebuie, uitat apoi că scăderea albuminei și prealbuminei, se pot 
datora. au numai unui deficit, de sinteză ci și ca urmare a unei distribu- 
til: anormale, trecind, de exemplu, in lichidul: de ascitá, într-un, caz de ci- 
rozi sau in flictenele unui bolnav. cu arsuri extinse, iar pe de. alta parte 
‘putindu-se pierde pe cále urinară, 'în caz de proteinurie masivă. Mecansi- 
mete amintite nu afectează însă comportarea CHE care, avînd o greutate 
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d UE Wiem Do kl GB 49 942-044: 
Fig. 3.24. a) Valorile medii ale activităţii CHE serice. (in umol/ml/h) la normali 
(N) in hepatita cronică activi (MC) si în ciroza hepatică (Cir). b) Comportarea 
CHE în cursul evoluţiei unor cazuri de ciroză hepatică... ED — bolnav cu evo- 
lufia defavorabilă ; spre: comă hepatică si exit ; EF — bolnav cu evoluţie relativ 

favorabilă. ,. i 


"do A i 


Tabelul 3.9 


Diversele stări. patologice şi' situaţii care pot duce Ja scăderea sau respectiv la creşterea 
„netivităţii . sericea colinesterazel; (CHE) 


Creşteri : 


Scdderi si. | l i Ç 

— Insuficienfá hepatică — Perioada de vindecare a unei hepatite | 

— Ficat de stază Cow] Mal p a ag PPAR | 

— Denutriţie proteică ‘| — Sindromul nefrotic (vezi p. 151) 

— Malabsorbtie — Obezitate (mai ales androidá) . 

— Anemii' severe, mai ales anemii mega- | — Diabet cu supragreutate J 
loblastice (vezi: p. 207), — ¡Hiperlipoproteinemie tip II b. sau IV 

— Hipotiroidism sever... a (vezi pag. 44) ` 

— Reactie "de -fazi, acuta | (infecţii acute, | = Hipertiroidism fără cagexie 


postoperator, infarct miocardic) 
— Impregnare tumoiali: Wf f i 
— Terapie cu L-asparaginazit (vezi pag. 210) 
„—, Terapie cu. ciclofosfamidá i i 
,— Intoxicatii cu pesticide organofosforice 
— 'Sarciná (scădere fiziologică) 
— Contraceptive orale. 
— Scáderi cu caracter genetic 


Scăderile activităţii CHE pot fi datorate De. m Cresterile activităţii CHE rot fi in genere 


deprimării capacității de sinteză, fie unti atribuite - unei stimulări a sintezei de’ 
"modificări a reglării sintezei, fie unei inhibări enzimă, care pot surveni fie cu un caracter 
a enzimei, ca, de exemplu în“ cazurile de into: relativ specific, fie in cadrul unei acce- | 
Xicafii cu organofosforice. rk B lerări oarecum generale a sintezei cc jio- 


| teine in ficat, 
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moleculară mult mai mare decit “albumiña, rămîne in „compartimentul 
vascular. ` , | : 

Pentru. a se putea. 'evalua valoarea diagnostică si limitele determi- 
nárilor de. CHE in. bolile hepatice reproducem in tabelul 3.9 diversele si- 
tuatii care pot duce. la o scădere sau, respectiv la o crestere a nivelutui 
seric al acestei enzime. 


Este important de precizat cá in multe situații reducerca nivelului. seric a^ CHE nu se 
datorește unci insuficiențe de sinteză ci doar unor variaţii în reglarea procesului de sinteză. 
Aşa de exemplu, in ‘Teactii de fază ‘acuta, sub efectul nnor modificări hornionale, are loc 
un fel de’ comutare a sintezelor de proteine in ficat, astfel incit nivelul unor enzime intre 
care CHE, LCAT si factorul XIII scade, in timp ce productia proteinelor de fază acută 
( a, antitripsiná, fibrinogen, &, 'seromucoid) creşte. Revenirea la normal a spectrului proteinelor 
si enzimelor de, secreție hepatică după rezolvarea ' procesului acut denotă caracterul tran- 
zitoriu al variației de reglare si exclude. “prezenţa unei insuficiențe a capacităţii de sinteză. 
De asemenea, scáderile CHE. serice survenite intr- am caz de: denutritie seu Într-o anemic 
megaloblastica ' se norm alize: ză după o ¿lime ntatic' cor spunzatoare, respectiv după terapia 
eficientă cu vitamina Biar (11). ' 


Spre deosebire de situaţiile hucntionate, | in bolile hepatice, scăderea CHE se datorește 
unei reale alterări a. capacităţii, de sinteză a hepatocitclor, cor. lindu-se cu alte teste functio- 
nale hepatice (BSP, galactozurie provoectá, clearance, al, antipirine i) si avind tendinta de 
revenire, spre normal doar in másura in care se reface parenchimul hepatic. De altfel, - gradul 
de scáde re al CHE serice într-o ci roză hep atică, este mai accentuat decit cel survenit intr-o 
reacţie. de fază acută, în sarcină sau după” terapia. cu anticoncepfionale orale. 


O menţiune! specială merit’ însă: acordată  scüdcrilor cu caracter genctic ale activităţii 
CHE conscentive producerii unei variante de enzimă inactivă față de oricare din substratele 
cunoscute. ale: CHE: În astfel. de situaţii, depistarea unei activități deosebit de scăzute a 
CHR (practic nulă, la homozigofi al de aproximativ 50—60% din activitatea normială la 
heterozigoti) constituie o surpriză de laborator şi contrastează cu starea gencralá a st:biec- 
ilor: şi cu lipsa “altor semne de afectare hepatică (aminotransferazele, albumina serică, tes- 
tele de traversare hepatică: $i testele de coagulare fiind normale). Această anomalie ca: şi 
existența altor variante atipice (dibucainrezistentă, florurorezistentá) nu sint însă lipsite de 
interes clinic deoarece, spre deosebire de CHE normală, variantele atipice nu sînt capabile 
să hidrolizeze succinilcolina, un preparat folosit în anestezie ca relaxant:al musculaturii. 
Din acest. motiv, administrarea” succinilcolinci la subiecții cu anomalii ale CHE sau la bol- 
navii: hepatici: cu valori mult scăzute ale acestei enzime este urmată de o perioadă. prelun- 
gită de apnee, ` i 

Cre sterile activității CHE constatate la obezi, hiperlipemici, diabetici (8, 9) sau la 
hipertiroidieni (43, 46): pot fi puse in legătură cu accelerarea proceselor de turnover.a : lipo- 
protcinclor și proteinelor hcpatice, cu un eventual efect inductor al unor hormoni sau cu 
un posibil rol: specific al CHE in hidroliza esterilor colinei cu acizii grasi $i in special a 
butirilcolinci. Intrucit Lutiril-CoA reprezintă o răspintie pe căile de sinteză sau de degradare 
a acizilor. grasi, Clintherow şi colab. (4) consideră că, in cursul accelerării acestor procese, 
ar putea: “rezulta butiri'coliná care reprezintă un produs inutil, dacă nu „chiar toxic ' și care 
este substratul preferential al CHE. ' 

i - Creşterea CHE in condiţiile patologi ce Whitte ar repreze nta un exemplu di inducere 
prin exces de substrat. Pentru hepatologie este ‘important de ştiut cá in caz de afectare 
a ficatului la obezi, hiperlipemici sau hipertiroidieni, Pa sie CHE porneşte de Ng un niv el 
initial mai ridicat. 
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"O situaţie. cu totul particulară (pe care nu am trecut-o in tabelul 3.9 spre a nu creia 
confuzii) este reprezentatá de hepatocarcinomul evoluind cu valori mult crescute ale CHE 
(41) si in care se poate bánui o dereglare a represiei enzimei. Astfel de cazuri incadrabile 
in sindromul paraneoplazic sint. insá extrem de rare, constituind mai degrabá o curiozitate 
de patologie. biochimicá. În marea majoritate a proceselor tumorale maligne și în special 
în neoplasmele primitive sau secundare air ficatului; nivelul CHE: scade (28, 42). 


111.4.6.3, ENZIME CARE INDICA UN PROCES DE COLESTAZĂ 


Perturbarea proceselor . implicate. in. formarea. si curgerea bilei pot 
surveni începînd. de la polul biliar al. hepatocitului şi pina la sfincterul 
lui Oddi. Asifel de procese.se repercutá mai curind sau mai tirziu, asupra 
funcţiei hepatocitare. . Alaturi de cresterea_ bilirubinei conjugate, Si a'aci- 
zilor.biliari, colestaza se trădează Si prin cresterea.in ser a KW enzime 
cum sint fosfataza alcalină (AIP), y-glutamiltrasferaza (GT), 5 -nucleo- 
tidaza (ONT), Si. aminopeptidaza (leucinaminopeptidaza, LAP). 

In practica clinică se utilizează mai ales primele două enzime, şi este 

important de precizat că nivelul lor creşte chiar şi în formele minore de 
colestazà atunci cînd nivelul bilirubinei conjugate poate îi normal sau 
prezintă doar o creștere abia schitata (48). 
; Asa cum s-a mai aràtat (vezi pag. 211). AIP poate Cresto si in’ bolile 
"osoase însoţite de o reacţie osteoblastică $i, uneori, in: boli ale intestinu- 
jui. Prin determinarea izoenzimelor AIP: se poate preciza proveniență 
"creşterii activităţii acestor enzime inser.’ În orice caz, prin excluderea 
unei boli osoase și mai ales atunci cînd creşterile de AIP se însoțesc! de 
nivele'ridicate ale GT, 5NT sau LAP se poate afirma: existenţa unui pro- 
ces colestatic: intra- sau extrahepatic: 

“De notat. cà AIP crește adeseori în cursul graviditatii (probabil pro- 
venind «din placenta), iar atunci-cind nu este însoţită de o crestere:a GT 
mu poate fi interpretatà ca fiind o expresie a colestazoi. i 

O enzimá care și-a: cîştigat in ultimul: deceniu:un loc important în 
"hepatologie este*yGT. Enzima se găseşte in: hepatocite aproape exclusiv 
“sub forma legatá de membrane si: «mai ales de membrana plasmatică a ca- 
„maliculilor biliari, intervenind in i trdinis por vu transmembranal al amino- 
acizilor (17,20). - 

Pentru problemele care interesează clinica este important sà se: preci- 
zeze măsura in care:determinarile activităţii acestei enzime- pot fi utili- 
zate in diagnosticul pozitiv şi diferenţial al bolilor hepatice. În acest sens, 
„este necesar de precizat cà determinarea. GT: constituie un test ex- 
trem de sensibil pentru detectarea unei suferinţe hepatice, .constatindu-se 
„valori creseute, in peste. 930/5 a: cazurilor. Din acest motiv. s-ar putea, de- 
duce. cà, valoarea ei in privinta diferentierii diverselor forme clinice ale 
suferintelor hepatice este limitată. În realitate, gradul de creştere. al yGT 
variază foarte mult în funcţie de natura. hepatopatici iar la interpretarea 
rezultatelor .trebuie sá se tind seama tocmai de acest. grad de cr estere. 

Sindroamele colestatice constituie starea patologica in care survin 
cele mai frecvente si totodatá. cele mai importante cresteri ale yGT 
qu 20, 30). Astfel, în timp ce AIP crește în aceste condiţii la valori de 
3—10 ori limita superioară a normalului, GT depăşeşte aceste, limite de 
"10.20 de orj (cea mai ridicata E waw întilnită în laboratorul nostru a 
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fost de 2600 U/l reprezentind o crestere de mai bine de 100 de ori fatà 
de limita superioara a normalului). De notat ca nivelul y-GT rámine in 
limite normale in bolile osoase. Este insà important sá se faca urmatoa- 
rele doua precizari: 

Determinarile de yGT nu pot face diferentierea intre colestaza intra- 
hepatică si cea extrahepaticá si nici nu sint în măsură să stabilească ca- 
racterul maligh al unui proces de colestazá; 

. Cresterea;enzimei in sindromul colestatic nu se datoreşte unei lpse 
de eliminare prin bila, „GT nefiind o enzimă de excretic. 

Mecanismele care duc la cresterea yGT in colestază acționează în 
primul rind prin stimularea sintezei acestei enzime cu localizarea mem- 
branală. La mecanismul descris anterior se mai: adaugă efectul dizolvant al 
acizilor biliari tensioactivi asupra membranelor lipoproteice avînd drept 
urmare o eliberare de proteine din membrană (20). 

Mecanismele amintite ar putea explica observaţiile. clinice după 
care nivelul. crescut al! yGT persistà saptamini Si chiar luni după dez- 
obstructia chirurgicală a căilor biliare. 

S-a mai sugerat că cel puţin în cazul colestazelor intrahepatice, ace- 
iasi agenti: care declanșează: procesul de ‘colestaza, actioneaza si ca: induc- 
tori ai sintezei de yGT si de AIP! (20). De notat ca leptospiroza ictero- 
hemoragicá (boala: Weil) evoluează! cu un pronunţat caracter colestatic si 
se însoţeşte de creșteri, deosebit de exprimate ale AIP $1 mai ales ale GT. 

Leziunile. toxice. ale ficatului pot duce. si ele. la, cresteri importante 
ale yGT. In cazul intoxicatiilor: cu. solvenţi organici (de exemplu CC!,), 
cresterile de yGT sint mai putin importante decit cresterea aminotransfe- 
razelor (AST, ALT) sau a LDH. In unele hepatopatii induse prin medi- 
camente, de exemplu in cea cauzata de clorpromaziná, tabloul clinic si 
biochimic* capátá un aspect colestatie iar yGT si AIP cresc aproximativ 
in egalá másurá (21). 

O situaţie deosebită este reprezentată de consumul cronic de alcool 
sau de tratamentul indelungat cu anticonvulsivante (fenobarbital sau 
fenitoiná). Creşterile activității serice a yGT sint relativ moderate în tra- 
tamentul cu anticonvulsivante in timp ce la alcoolici nivelul seric al 4GT 
poate ajunge pinà la peste 1000 U/L (aproape de 50 ori limita superioará 
a normalului) pe cînd activitatea AIP depășește rareori dublul valorilor 
normale (20). Gradul de creștere. al yGT la un alcoolic variază de la caz 
la caz şi nu depinde în mod direct de cantitatea de alcool consumată ci 

mai degrabă: de persistenta îndelungată a consumului (10). | 

S-a mai arătat cá o încărcare suplimentară cu alcool la un caz de ` 
alcoolism cronic produce in decurs de 24 ore o crestere si mai accentuata 
a nivelului seric de yGT, in timp ce o aceeași încărcare cu alcool are 
efecte minime Ja un SEKR sănătos care consumă alcool doar: în mod 
ocazional. 

Pe de altă parte, oprirea consumului de alcool de către un subiect al- ` 
coolic duce la o scădere progresivă a activităţii serice a yGT (10). Acest 
fapt contribuie la diferentierea modificárilor survenite la un alcoolic fata 
de cele constatate intr-o colestazá intrahepaticá (de exemplu o cirozá bi- 
lari) la care activitatea yGT se mentine in mod persistent crescutà, sau 
intr-un caz de neoplasm hepatic. la care nivelul “GT creşte progresiv (vezi, 
fig. 3.25 $1 3.26). » 
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Fig. 3. 25. Comportarea fosfatazei alcaline (coloane albe) st y-glutamil:: 


` transferazei (coloane hagurate) in hepatita cronică activă . (Hera) ciroză 
"hepatică (Cir), colestazá extrahepatică (Col. ex), colestază intrahepatică ` 
_ (Col. int), neoplasm hepatic primar sau metastatic evoluind fără icter (Neo ` ` 


S. ict), în alcoolismul cronic (Ale. cr) si în hepatita alcoolică acută sur- 
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Fig. 3.26. Comportarea y-glutamiltransferazei in cursul evolutiei unui bol- 
nav alcoolic la incetarea consumului de alcool, a unui caz de cirozá biliară, 


precum si a unui caz de metastaze hepatice ale unui carcinom gastric evo- 
luind fara icter. d 


Pe baza datelor de mai sus se poate afirma ca in comparatie cu alte 
enzime, yGT joacă un rol important in recunoașterea şi aprecierea evo- 
lutiei unei hepatopatii alcoolice. 

De notat ca in conditiile unei alterári grave a proteosintezei hepatice 
(valori de CHE in jur de 209/, din media normalilor) ca de exemplu in 
stadiul terminal al unei ciroze alcoolice, activitatea serică a yGT nu mai 
prezintă nivele atît de ridicate şi depăşeşte rareori valoarea de 
100 U/L (42). 

Există dovezi după care creşterea în ser a yGT la alcoolici si la su- 
biectii tratati timp indelungat cu barbiturice se insoteste si de o sporire 
a concentraţiei de enzimă în celulele hepatice si mai ales in microzomi. 
Aceste constatüri sugereazá cá sub actiunea alcoolului si a fenobarbita- 
lului are loc o crestere a sintezei hepatice de yGT, din care o anumitá 
fractiune trece in ser (17, 20). Procesul reprezinta un exemplu de in- 
ducere de enzimá iar nivelul seric al yGT devine un indicator al unui 
astfel de mecanism. Detalii privind inducerea de enzime precum si sem- 
nificatia acestui proces au fost prezentate anterior (vezi pag. 190). 

Tumorile maligne ale ficatului (primare sau metastatice) se însoțesc 
de creşteri importante si progresive ale fosfatazei alcaline (AIP) si mai 
ales y-glutamiltransferazei (yGT). In cazurile in care tumoarea comprimá 
sau obstrueazá coledocul si care evoluează cu sindromul colestazei, 
creşterea AIP si yGT se produce prin același mecanism ca si in icterele 
mecanice litiazice. | 

În numeroase alte cazuri de tumori hepatice neinsofite de icter se pot constata însă 
creșteri importante ale AIP si yGT (28), care pot fi cu greu explicate doar printr-o per- 
turbare cu caracter localizat in procesul de formare a bilei. Mai mult chiar, există unele 
indicii după care gradul de creştere al yGT în ser depinde de natura, respectiv de prove- 
nienfa metastazelor. Asa de exemplu, in cele două cazuri de carcinoid, urmărite in ultimii 
doi ani in clinica I Medicală din Cluj-Napoca, nivelul yGT s-a situat la valori sub 100 U/l 
si respectiv, sub 50 U/l in ciuda metastazelor hepatice masive $i a unci hepatomegalii expri- 
mate, pe cînd valorile activităţii serice ale enzimei crese relativ rapid la peste 300 U/l in 
metastazele unor carcinoame gastrice sau pancreatice, chiar dacă aceste metastaze nu evo- 
lueazá cu icter. Se poate bănui doar cá anumite celule tumorale elaboreazá produşi care 
stimulează sinteza de GT in parenchimul hepatic învecinat. Oricare ar fi mecanismul intim 
de producere, creșterea progresivă a activității yGT in absenţa icterului poate sugera un 
proces hepatic malign (mai frecvent metastatic). Valoarea acestei examinári este cu atit mai 
mare cu cit creşterile enzimei survin adeseori inainte ca. metastazele să atingă dimensiunile 
decelabile prin ecografie sau scintigrafie hepatica. d 

Alte afectiuni ale ficatului (hepatita cronicá, ficat de stazá cardiacá) pot duce si ele 
la creşteri ale activităţii serice a yGT dar astfel de creşteri depăşesc arareori 100 U/I 

Creşteri moderate (pind la dublul limitei superioare a normalilor) se intilnesc la bolnavi 
cu hipertrigliceridemie, chiar dacă nu sint consumatori cronici de alcool (8, 27), fenomenul 
putînd fi eventual explicat prin tendința la infiltrafie grăsoasă a ficatului şi accelerarea com- 
pensatorie a procesului de sinteză și export a lipoproteinelor precum și a unor enzime de 
secreție hepatică (vezi pag. 192). Intensificarea proceselor metabolice $i a vitezei de turnover 
a proteinelor sau un eventual efect inductor direct al hormonilor tiroidieni ar putea explica 
și creşterea moderată a yGT (15) ca şi a CHE (46), la hipertiroidieni. 

Diferitele aspecte, realizate de. asocieri ale modificărilor afectind diferitele tipuri de 
enzime (celulare, de secreție sau indicatoare ale colestazei respectiv ale unei induceri enzi- 
matice), în diverse forme clinice ale bolilor hepatice, sint preventate în capitolul următor 
(vezi pag. 232) împreună cu alte investigații de laborator utilizate în hep:tologia clinică. 
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11.4.7. DEFECTE ENZIMATICE FAMILIALE 


Noţiunea de „eroare înnăscută de metabolism“ a fost introdusă ' în 
1908 de medicul britanic Archibald Garrod care a sugerat că la baza 
acestor anomalii metabolice cu caracter familial stă un deficit enzimatice 
condiţionat genetic. Ipoteza ` lui Garrod s-a dovedit surprinzător de co- 
rectă, iar astăzi s-au identificat numeroase boli cauzate de un deficit 
enzimatic specific care la rindul sáu este consecutiv unei modificári in 
gena de structurá care codificá sinteza respectivei enzime. In principiu, 
fiecare din cele 2000 de enzime identificate pînă în prezent ar putea su- 
feri modificări de structură consecutive relativ frecventelor mutații care 
survin în populaţie. Din fericire nu orice mutație si respectiv nu orice 
modificare in structura unei anumite enzime fi afecteazá functia. Pe de 
alta parte, anomaliile produse prin mutatii sint transmise de obicei prin 
mecanismul mendelian recesiv astfel incit boala clinic manifesti apare 
doar la homozigoti, adică la subiecţii care au moștenit gena patologică 
de la ambii párinti. Heterozigotii, care au mostenit o alelá normalá de la 
unul din părinţi, sînt aparent sănătoşi, întrucît, deşi activitatea enzimei 
respective este mai scăzută decît la normali, ea este totuși suficientă pen- 
tru a preveni instalarea unor anomalii severe de metabolism. 


Cu toate acestea, defectele enzimatice, avînd drept implicații o serie 
de anomalii metaLolice si funcționale, nu sint chiar atit de rare iar per- 
fectionarea metodelor de investigaţie a faciiitat muit detectarea si eluci- 
darea unor astfel de cazuri (19). 


Descrierea și chiar enumerarea tuturor deficitelor enzimatice cu im- 
plicatii metabolice ar depăşi cadrul acestui capitol. Astfel de deficite gint, 
de regulă, descrise în. legătură cu patologia metabolismului (de exem- | 
plu, in legătură cu metabolismul lipidic, glucidic etc.). Ne vom limita aici 
doar la citeva generalitati cu privire la: posibilităţi de detectare a defici- 
telor enzimatice; modalităţile diferite prin care mutatia poate duce la un 
deficit enzimatic; modalităţile prin care un deficit enzimatic poate pro- 
duce manifestări patologice. 


Detectarea deficitelor enzimatice întîmpină. adeseori dificultăţi deoa- 
` rece, în marea lor majoritate, procesele metabolice au loc in celule iar 
studierea umorilor organismului furnizează doar relaţii indirecte. De fapt, 
determinarea în ser a unor enzime celulare cum ar fi GOT, GPT, LDII 
nu furnizează indicii cu privire la eventuale ed ai ale proceselor me- 
tabolice catalizate de aceste enzime. 

Situația este diferită în cazul enzimelor care se secretă activ in 
plasma si care sint active in plasma (enzime plasmatice functionale). In 
astfel de situaţii, constatarea unei scăderi în plasmă a LCAT si a enzi- 
melor coagulării sau a CHE este revelatoare, iar după excluderea unor 
posibile anomalii cu caracter secundar (de exemplu, o insuficiență hepa- 
tică) si, eventual, prin detectarea aceluiași deficit de enzimă la alti 
membri ai familiei, se poate afirma caracterul genetic al deficitului. Tot 
prin determinarea în plasmă, după o prealabilă injectare intravenoasă de 
heparină se poate decela si un eventual deficit de lipoproteinlipază. 


Alte deficite enzimatice se trădează prin lipsa enzimei in eritrocite. 
Aşa este cazul în unele boli hemolitice cu caracter familial (deficit de 
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hexokinazá, piruvatkinazá, glucozo-6-fosfat dehidrogenazá, fosfohexozo- 
izomeraza). | ' l 

De cele mai multe ori este însă nevoie de dozări ale activităților en- 
zimatice în fragmente de țesuturi obținute intraoperator sau prin punctie 
biopsie. Tehnicile de dozare a enzimelor din țesuturi sînt însă relativ di- 
ficil de standardizat, iar exprimarea rezultatelor se face raportindu-se 
activitatea enzimatică la gram de ţesut sau la mg de proteină din fesu- 
tul analizat. Din aceste motive se recomandă ca abordarea problemei, care 
depăşeşte competența laboratorului clinic, să fie lăsată în seama unor 
laboratoare profilate pe genetică. | | 

Indicii indirecte asupra unui deficit enzimatic se pot obtine insa si 
in mod indirect prin detectarea unor acumulari ale substratului enzimei 
deficitare si, respectiv, prin gásirea unor scáderi a produsilor de reactie 
Asa ‘de exemplu, in deficitul de fenilalaninhidroxilaza, care cauzeaza 
idiotia fenilpiruvicá, se constatá o crestere a concentratiei de fenilalanina 
in umorile organismului, iar in deficitul de LCAT scad esterii de coles- 
terol si lizolecitina (produsii de reacţie) si cresc colesterolul liber si leci- 
tina (substratele). ` dit | br, | 

Consecințele mutatiei asupra activității enzimatice pot lua urmá- 
toarele aspecte:. i | 

1) Mutatia (alterarea codului genetic) poate duce la sinteza unei pro- 
tcine diferite, cu proprietăţi catalitice reduse. De exemplu, substituirea 
unui singur aminoacid în centrul. activ al enzimei poate duce la pierde- 
rea activităţii enzimatice. În alte cazuri, mutatia poate afecta o zona 
alosterică, enzima pierzîndu-și capacitatea de a fi reglată de efectorii 
alosterici. 

2) Mutatia poate provoca modificári in structura enzimei care nu-i 
afecteazá functia cataliticá dar ii conferá o stabilitate redusá, fiind rapid 
distrusă in vivo. O astfel de enzimă are o viaţă activă dar scurtă iar 
atunci cind sinteza nu poate tine pasul cu ritmul accelerat al degracárii, 
apare deficitul enzimatic. | 

3) Mutatia poate duce la o oprire completa a sintezei de enzima. 

"Aceste modalităţi diferite de producere a deficitului enzimatic ex- 
plicá discordantele intre rezultatele obtinute prin urmürirea activitatii 
 unei enzime si prin detectarea imunologica a aceleiasi enzime. Astfel, in 
cazul formürii unei proteine inactive enzimatic dar cu caractere antige- 
nice pástrate, aceasta proteiná va fixa anticorpii, desi este lipsitá de pro- 
prietáti catalitice. i 

Efectele deficitului enzimatic se exercită fie prin acumularea în ex- 
ces a substratului, fie prin lipsa produsului de reacție, fie prin devierea 
căii metabolice spre formarea de alti produși: 


Enzima 


Substrat A ^ Produs B 


I 
Ge: Produs C 


Asa, de exemplu, in deficitul de glucoza 6-fosfatazá nu se elibereaza 
glucoză (produs de reacţie B) din: depozitele de glicogen (substrat A), ceea 
ce are drept urmare, pe de o parte, hipoglicemie si suferinta sistemului 
nervos central, iar pe de altá parte acumularea de glicogen in ficat. 
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Se considera, de asemenea, ca in deficitul de galactozo-1-fosfaturidil- 
transferaza, acumularea de galactozo-1- -fosfat (substratul enzimei) , este 
responsabi!a de fenomenele toxice hepatice, renale si cerebrale din galac- 
tozemie. ` 

Un alt exemplu ilustrativ este reprezentat de deficitul unei enzime 
din glandele suprarenale, care hidroxileazá inelul steroidic la carbonul 21. 
Carenta acestei enzime face ca steroizi nehidroxilati in pozitia 21 si acu- 
mulati in suprarenala hipertrofiatá să treacă pe o altă cale metabolică 
formind hormoni androgeni care sint ráspunzátori de virilizarea patolo- 
gicá a bolnavelor. ` 

Este important de ştiut cà manifestările clinice consecutive unor anu- 
mite erori înnăscute de metabolism nu se manifestă decit în condiţii par- 
ticulare. Asa de exemplu, fenomenele de hemoliză survenind la subiecti 
cu anumite deficite enzimatice ale eritrocitelor (de exemplu, deficit de 
glucozo-6-fosfat dehidrogenază) sînt declanşate doar atunci cînd subiec- 
tii afectaţi sînt expuși la anumite toxice industriale sau ingerează medi- 
camente de tipul primaquinei (1, 16). 

Terapia erorilor înnăscute de metabolism este descurajantă iar în- 
cercările de a suplini deficitul enzimatic prin administrarea de enzime 
incluse în liposomi sînt încă în stadiul experimental. Totuşi, depistarea 
precoce a anomaliei în unele cazuri de galactozemie sau fenilcetonurie 
și scoaterea din alimentaţie a substanțelor care nu pot fi metabolizate, 
respectiv galactoza sau fenilalanina, permite o dezvoltare relativ nor- 
-malá a subiectului afectat (19). 


APENDIX 


Citeva informatii practice privind recoltarea, transportul $i conser- 
varea probelor 


Datele prezentate anterior an demonstrat valoarea diagnosticá a determinárilor de 
enzime serice, Pentru ca aceste determinări să fie utile este însă necesar ca cle să fie corect 
executate. Nu insistăm asupra erorilor de laborator cauzate de utilizarea unor substrate 
neadecvate, a unor tampoanc cu pH incorect sau de ncrespectarea temperaturii optime. Deta- 
lii privind evitarea acestor surse de eroare sint trecute în manualele cu ts huici de laborator 
sau în instrucţiunile privind modul de utilizare a reactivilor standardizati. 

Ne vom opri însă asupra surselor de croare care pot interveni in trascul dintre sc cţiile 
clinice şi laboratoarele de biochimic clinică. 

Hen:oliza poate falsifica în mare măsură determinárile de LDH, GOT si într-o măsură 
mai redusă determinárile de GPT, CK, CHE, yGT şi fosfatază acidă. Sc ştie că hemoliza 
este favorizată de staza venoasă prelungită, scringi ude, recoltarea cu spumă a singelui, 
traumatizarca singelui (expulsia sub presiune a singelui din scringá, agitarea viguroasă a 
eprubetei), precum gi datorită intervalului prea lung de timp între recoltarea singelui si 
separarea scrului. Este din acest motiv recomandabil ca atunci, cînd analiza nu sc face 
în decurs de citeva ore sau cind probele sc transportă la un alt laborator, să se procedeze 
cit mai cutind la separarea suivi (1). 

“Modul de conservare a serului pind la cfcetuarea determinárilor de enzime este de asc- 
menca important. Astfel in timp ce unele enzime ca a-amilaza, lipaza, y-glutamiltransíciaza, 
colinesteraza și aminopeptidaza pot fi păstrate atit la +4°C cit şi la temperatura camerei 
fără a-și picrde activitatea catalitică pe timp de cel puţin șapte zile, fosfataza alcalină isi 
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păstrează neafectatá activitatea doar la +4°C, in timp ce la temperatura camerei activitatea | 
scade cu aproximativ 3% după trei zile şi cu 10% după șapte zile (1). 

GOT pierde din activitate doar 2—5% în primele două zile de conservare 

atit la --4*C cit şi la +25°C, in timp ce GPT este mai susceptibilá la inactivare, activi- 
tatea ei scăzind in decursul a două zile cu 5% (la +4°C) si cu 12% (la +25°C). După 
șapte zile insă, GOT scade cu 12% iar GPT cu 30%, indiferent de temperatura de'conser- 
vare. 
Scăderi importante ale activităţii CK survin in decurs de citeva ore de la recoltare 
dar la adăugarea reactivilor confinind grupări SH (de exemplu N-acctileistcini), enzima se 
¡cactivcazá. Conservarea de peste cinci zile la temperatura canicrci duce la pierderi ale acti- 
vitifii de aproximativ 20%, in timp ce la -4°C pierderea activităţii «ste. minimă (2% după 
sapte zile). 

Postafaza acidă se inactiveazá extrem de rapid astfel incit analizarea ei ar trebui cfectua- 
tá in decurs de 2 ore de la recoltare. Dacá ined serul este adus la un pH de 5,5—6, activitatea 
enzimei se păstrează nealterată pe timp de cel puţin șapte zile atit la -+4%C cit şi la 25°C. 

Desi aşa cum s-a arătat, o serie de enzime se conservă bine si la temperatura camerei, se 
recomandă ca scrurile care nu sc analizează în aceeași zi să fie păstrate la 4+4°C în eprubete 
cu dop pentru a se evita evaporarea. 

O situaţie particulară este accea a LDH care, în primele trei zile, se inactivează mai rapid 
la +4°C (8% pierdere) decit la 4-25°C (pierdere a activităţii de abia 2%.) 

Enzimele coagulării (factorii VII, IX, X, XIII) precum si LCAT se păstrează de prefe- 
rinfá la — 20°C, în timp ce reactivii conținînd emulsii de enzime (de exemplu, reactivi pentru 
dozarea trigliceridelor) se pot inactiva prin înghețare. Un fenomen interesant este aga-zisa 
activare la rece a factorului VII al coagulării care, conservat la +4°C sau la 0°C, isi crește ac- 
tivitatea, fenomenul fiind insá prevenit la temperaturi sub — 20°C. 
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IV. EXPLORAREA BIOCHIMICA 
A FICATULUI -- 


Extrem de numeroasele teste de explorare biochimică utilizate în bo- 
lile ficatului au valoare diagnosticá doar dacă sint bine fundamentate 
din punct de vedere fiziopatologic si doar atunci cînd sînt interpretate in 
lumina datelor clinice. În astfel de condiții, aceste investigaţii sint utile 
pentru: ; 

a) Diagnosticul pozitiv si diferențial al icterelor si in general al di- 
verselor boli hepatice; 

. b) Aprecierea gravitatii unei suferințe hepatice si implicit stabilirea 
prognosticului; 

c) Evaluarea eficacitatii terapiei. 

Alături de informațiile menționate se întrevede astăzi posibilitatea 
unei clasificări pe baze biochimice a bolilor ficatului urmînd ca astfel 
de încercări să fie confruntate cu clasificările bazate pe datele-de mor- 
fologie. 

Este de dorit ca orice probă de explorare să fie cit mai specifică 
pentru procesele patologice care afectează ficatul, pozitivindu-se doar în 
boli hepatice si totodată să fie cit mai sensibilă furnizind informații pre- 
coce si decelind astfel leziuni minime sau incipiente. Este, de aseme- 
nea, important ca astfel de explorări să fie uşor de suportat pentru bol- 
nav, să nu implice dificultăți tehnice pentru laborator si totodată să nu 
necesite cheltuicli excesive. 

Observatia clinică a semnalat de multă vreme existența unor asa-zise 
dissinergisme si asincronisme ale probelor funcționale hepatice care nu 
se pozitivează în aceeaşi măsură şi, respectiv, în acelaşi timp. Aceasta se 
datoreste mai ales faptului că diversele probe de laborator reflectă pro- 
cese patologice si mecanisme patogenice diferite. Din punct de vedere di- 
dactic si în funcție de procesul patologic pe care il decelează, probele bio- 
chimice de explorare a ficatului pot fi clasificate pe următoarele ca- 
tegorii: 

1) Probe de laborator, care semnalează existența unui proces infla- 
mator cronic în mezenchimul hepatic si care corespunde pe plan morfo- 
logic unei imfiltratii limfoplasmocitare în spațiile interstitiale ale lui 
Kiernan. 

2) Teste biochimice, care indică existența unor leziuni ale hepatoci- 
telor care duc la creșterea permeabilitatii membranei acestor celule. ` 

3) Investigații de laborator care reflectă o insuficiență funcțională a 
ficatului. 

4) Probe care denotă un proces colestatic. 
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Ca si in cazul oricárei tentative de clasificare, cea prezentatá are un 
caracter relativ, Asa de exemplu, un proces inflamator poate duce atit 
la o infiltratie limfoplasmocitará cit si la creşteri ale permeabilitáfii 
membranei hepatocitelor. De asemenea, o crestere a acizilor biliari in ser 
poate fi atit o consecinţă a colestazei cit și a unei insuficiente a hepato- 
citului in procesul de captare si eliminare prin bilà a acestor compusi. Pe 
de alta parte, o colestazá prelungitá afecteazá cu timpul capacitatea func- 
tionalá a celulelor hepatice. : 

Nu este insà mai putin adevàrat ca urmàrirea dinamica a compor- 
tárii diverselor eategorii de probe hepatice mentionate si interpretarca 
rezultatelor obtinute in lumina datelor clinice sint, de regula, in masura 
sà prezinte o imagine destul de apropiata de realitate a fenomenelor care 
se petrec intr-o boala care afecteaza ficatul. 


Sarcina de a prezenta in acest capitol principiile care stau la baza 
explorárii prin teste de laborator a ficatului este cel putin in parte 
usuratá prin faptul cà o buna parte a mecanismelor biochimice care duc 
la modificárile proteinelor si enzimelor serice in bolile hepatice a fost 
prezentatá in capitolele precedente. 


IV.1. TESTE CARE REFLECTÁ O INTLAMATIE CRONICA ` 
IN INTERSTITIUL FICATULUI 


Infiltratiile limfoplasmocitare.in spatiile lui Kiernan si, in general, 
existenţa unor procese reactive de tip imun în splină sau măduva osoasă; 
care însoțesc o afecţiune hepatică cronică, se trădează prin creşterea imu- 
noglobulinelor serice. Creșterea amintită interesează de regulă mai multe 
clase de imunoglobuline realizind o așa-zisă hiperimunoglobulinemie po- 
liclonală (vezi pag. 148). Se pare că gradul de creștere al imunoglobu- 
linelor este într-o oarecare măsură paralel cu extensia şi tendinţa la pro- 
gresiune a procesului inflamator. Așa de exemplu, într-o hepatită cronică 
persistentă, în care procesul inflamator este aproape în întregime limitat 
la spaţiile portale, creşterea imunoglobulinelor este moderată (în medie 
IgG 1600 mg/dl, IgA 320 mg/dl, IgM 170 mg/dl), pe cind într-o hepatita 
cronică progresivă, in care infiltratia limfoplasmocitará se extinde din 
spatiile portale spre si intre cordoanele de hepatocite realizind un aspect 
agresiv, hipergamaglobulinemia este mult mai accentuatá (in medie IgG | 
2600 mg/dl; IgA. 340 mg/dl, IgM 280 mg,dl). | 

În hepatita acută, creşterea imunoglobulinelor este variabilă in func- 
tie de durata bolii si de răspunsul individual la infecția virală. De regula, 
astfel de creşteri nu sînt atit de accentuate ca într-o hepatită cronică pro- 
gresivă şi se caracterizează mai ales printr-un nivel ridicat de IgM (in 
medie 540 mg/dl). 

Existá indicii dupa care ín hepatita cronicá ar creste mai ales IgG, 
in cirozele biliare cresterea IgM s-ar situa pe primul plan iar in ciroza 
alcoolică s-ar semnala o creștere a concentraţiei de IgA (19). 


Alte teste imunologice, cum ar fi prezenta de anticorpi antitisulari, 
sint adeseori pozitive in hepatite. De exemplu, anticorpii antimuschi ne- 
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ted s-ar detecta mai ales in hepatitele cronice progresive. iar anticorpii 
antimitocondriali ar surveni cu mai mare frecventá in cirozele biliare. 
Valoarea unor astfel de teste imuno'ngice in stabilirea unui diagnos- 
tic diferenţial al suferințelor hepatice «ste însă redusă și la ora actuală 
nu se poate încă vorbi de aspecte imunologice tipice pentru vreo boală a 
ficatului. De altfel, hipergamaglobulinemia policlonală nu este specifică 
pentru hepatopatii. Aşa cum s-a mai arătat (vezi pag. 148), orice proces 
inflamator cronic (de exemplu, o poliartrita cronică evolutivă, o endo- 
cardită infecțioasă, sau un proces tuberculos) poate evolua cu o. dispro- 
teinemie de acest tip. _ | | 
Reacţia de fază acută, mediată probabil de un răspuns hormonal, 
poate surveni într-o boală hepatică .cu caracter inflamator, dar nivelul 
plasmatic al proteinelor de fază acută (vezi pag. 151) este influenţat de 
măsura în care o eventuală insuficiență a hepatocitelor afectează sinteza 
diverselor proteine. De fapt, hepatita acută virală nu evoluează cu nivele 
crescute ale a globulinelor, iar concentraţia haptoglobinelor scade, | 
O creştere a ay $i a» globulinelor se poate totuși intilni în bolile hepa- 
tice, evoluind cu fenomene accentuate de colestazá, precum si in proce- 
sele tumorale primare sau secundare ale ficatului. | 
Comportarea proteinelor sistemului complement (vezi pag. 127) in bo- 
lile hepatice este, de asemenea, dependentà nu numai de reactia inflama- 
torie, dar si de consumul unor componente in procesul imunologic si mai 
ales de capacitatea de sintezá a lor la nivelul ficatului: Asa de exemplu, 
scáderea componentei C3 in hepatite s-a dovedit a fi mai degrabá o con- 
secintá a unui deficit de sinteză decît a unui consum accelerat (19). 
Posibilitátile oferite laboratoarelor clinice de a doza proteinele plas- 
matice prin metode electroforetice si imunochimice au fácut ca așa-zisele 
teste de disproteinemie sau de labilitate coloidală să apară desuete sau în 
orice caz depüsite. În realitate, astfel de teste nu sînt total lipsite de in- 
teres, avind chiar un anumit grad de utilitate practică. De fapt, chiar 
dacă orice laborator de analize ar avea posibilitatea de a efectua deter- 
minări electroforetice si imunochimice (ceea ce nu este cazul), testele de 
labilitate coloidală prezintă avantajul de a furniza rezultate in decurs de 
15—30 minute. 2) 4d | l 
„Testul cu timol este mai putin bine fundamentat biochimic Si se po- 
zitivează în caz de crestere a unor globuline cu migrare f) si y precum si 
a unor lipoproteine ‘care reduc stabilitatea coloidală a serului. Pe de altă 
parte, testul cu sulfat de zinc furnizează relații rapide si destul de fidele 
cu privire la creşterea y globulinelor serice. Este important de arătat că 
în multe cazuri de ciroză avansată, testul timol este normal, în timp ce 
testul cu sulfat de zinc este in mod evident alterat. |. j 


IV.2. TESTE CARE INDICA O CRESTERE A PERMEABILITATIL 
MEMBRANEI HEPATOCITELOR 


Mecanismele care duc la creşterea in ser a enzimelor provenite din 
hepatocite indicind permeabilizarea membranelor celulare au fost pre- 
zentate pe larg in capitolul precedent (vezi pag. 194 si pag. 215). Practica 
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clinicá a dovedit cá, in marea majoritate a cazurilor, determinarea ami- 
notransferazelor este suficientá pentrm detectarea unui astfel de. proces, 
iar dozárile unor enzime ,,mai specifice".pentru ficat, asa cum sint or- 
nitincabamiltransferaza sau guanaza, trebuie limitate doar pentru sta- 
rile patologice in care se bünuic;te existența unor leziuni care afecteaza 
mai multe organe, astfel încît cursa creşterii in ser a aminotransferazelor 
este neclará. | i lo 
Gradul de crestere a aminotransferazelor si raportul dintre aspartat- 
aminotransferazá (AST, GOT), si alaninaminotransferaza (ALT, GPT) 
diferá in functie de forma clinicá a, polii hepatice. Asa de exemplu, in 
hepatita acută virală, aminotransferazele depăşesc. de 10—100 ori limita 
superioară a normalului . (în medie de 50 de ori) iar, de regula, 
GPT > GO T bL de | ud oso "uy "n 
În hepatita cronică progresivă, aminotransferazele cresc cel mult 
de 20 ori limita superioară a normalului (valori între 5—20 X) iar in 
puseele necrotice GOT > GPT. ` | | ere 
Nivelul seric al aminotransferazelor este mai putin crescut (3— 
4 X) in hepatitele cronice persistente in care, aga cum s-a aratat, infil- 
tratul inflamator este cantonat doar in spatiile portale. erry 
Leziunile toxice acute ale ficatului (ciuperci, Cl,C) evoluind cu ne- 
croze celulare se insotesc de cresteri deosebit de intense si de rapide ale 
enzimelor celulare (de peste 100 X limita superioară) iar GOT > GPT. 
In astfel de conditii, cresteri importante se constatá chiar si in cazul 
izocnzimelor LDHy, LDHg, caracterizate printr-o mare viteză de în- 
depărtare din plasmă (vezi pag. 197). ` | | ^r 
Hepatopatia alcoolică acută duce la majorări relativ importante ale 
aminotransferazelor (de 5—10 X limita superioară a normalului) iar 
GOT Sarr. ote Pe. : E hu | 
În cirozele biliare primitive, cresterile aminotransferazelor sint mo- 
derate (2—3 X limita superioará a normalului) iar in cirozele alcoolice 
sau postnecrotice, consecutive unor hepatite virale, modificárile serice 
ale enzimelor celulare sint si mai putin exprimate (vezi pag. 218). 


IV.3. TESTE CARE INDICĂ O INSUFICIENȚĂ FUNCŢIONALĂ A 
FICATULUI A ` | | hes 


Ficatul intervine în numeroase procese metabolice, sintetizează o 
bună parte a proteinelor plasmatice si joacă un rol esenţial în procesul! 
de detoxifiere şi îndepărtare din organism a xenobioticelor. Îndepli- . 
nirea acestor funcţii depinde nu numai de capacitatea funcţională a fie- 
cărei celule hepatice si de masa de celule hepatice funcţionale dar și 
de integritatea circulaţiei hepatice si respectiv de perfuzia celulelor he- 
patice. Este evident că o alterare a circulaţiei hepatice şi în special un 
proces de scurtcircuitare portosistemică afectează în special testele de 
traversare“ hepatică a coloranților si de detoxificare a produșilor pro- 
veniți din putrefactia intestinală, chiar dacă masa de celule hepatice 
nu este excesiv de redusă iar funcţia proteosintetică a ficatului este par- 
tial menţinută. Din acest motiv, apare necesară o diferenţiere în mai 
multe categorii a testelor funcţionale hepatice. | 
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IV.3.1. TESTE EXPLORIND FUNCTIA PROTEOSINTETICA 


Valoarea si limitele unor astfel de teste au fost pe larg discutate 
în capitolul precedent în legătură cu comportarea colinesterazei serice 
(vezi pag. 219). 

De notat că anomaliile coagulării si fibrinolizei și respectiv apariția 
unui sindrom hemoragic într-o hepatopatie severă se explică, cel puţin 
în parte, prin scăderea capacității ficatului de a sintetiza diversele pro- 
teine cu rol in hemostaza (4, 8). | | 

Asa cum s-a arătat, testele care indică scăderea prealbuminei și a 
factorilor coagulării dependenţi de vitamina K (mai ales a factorului VII) 
sint utile în special pentru detectarea unei insuficiente hepatice rapid 
instalate, în timp ce activitatea colinesterazei serice și nivelul albuminei 
serice scad mai ales in insuficientele hepatice care se dezvoltă lent și 
progresiv în evoluţia unor ciroze hepatice. | 

„Reamintim valoarea prognostic a determinárilor seriate de colines- 
terazá sericá (vezi fig. 3.24) precum Si faptul cà activitatea acestei 'en- 
zime poate scádea in mod trecátor in cursul unei reacţii de fază acuta, 
în cursul terapiei cu ciclofosfamidă sau că poate prezenta un nivel scăzut 
datorită unui deficit genetic. l | 

O situatie oarecum particulará a sintezelor hepatice de proteine 
survine in cursul hepatopatiilor colestatice. Se pare ca retentia biliarà 
stimuleazá sinteza unor proteine, ca de exemplu factorii coagulárii de- 
pendenti de vitamina K (factorii II, VII, IX, X) componenta C3 a com- 
plementului, proteina C reactivă si o serie de inhibitori ai proteazelor (7). 

Aceasta stimulare a sintezei de proteine nu afecteazá însă. colineste- 
raza serică al cărei nivel scade si în cursul hepatopatiilor colestatice si. 
mai ales ín ciroza biliará. | 


Este evident cá in cazul unci colestaze extrahepatice care perturba absorbţia vitaminei 
K, activitatea factorilor coagulării, dependenţi de această vitamină, scade. Scăderea mentio- 
nată a activității procoagulante nu se datorește însă lipsei de sinteză ci faptului că în absenţa 
vitaminei K se sintetizează molecule incomplete ale respectivilor factori care sint lipsite de ra- 
dicali y-carboxiglutamici. Ca urmare, aceste molecule incomplete care apar si in cursul terapiei 
cu antagonisti ai vitaminei E (dicumarol, warfariná) nu pot fixa ionii de calciu prin intermediul 
cărora formează complexe cu fosfolipidele și cu diversi cofactori ai coagulárii (factor V, factor 
VIII) si nu devin eficiente în procesul de activare în cascadă a coagulárii. Astfel de molecule 
incomplete de protrombină, cunoscute sub denumirea de PIVKA (proteină indusă în absența 
Sau antagonizarea vitaminei” K), pot fi detectate pe cale imunologică, deși sint inactive în pro- 
cesul de coagulare. Administrarea parenteralá de vitamina K restabilește însă prompt activi- 
tatea procoagulantá a plasmei în astfel de cazuri, 

Spre deosebire de situațiile menţionate, în insuficiența hepatică, scăderea proteazelor se- 
rinice dependente de vitamina K este reală şi se datorește scăderii capacităţii de sinteză, iar admi- 
nistrarea vitaminei K nu restabilește activitatea procoagulantă (8). 

Deficitul de sinteză hepatică afectează $i producția de fibronectină, de factor XIII stabili- 
zator al fibrinei şi de inhibitori ai fibrinolizei şi în special de =, inhibitor al plasminei (vezi pag. 
102 ). La acest deficit se adaugă si o reducere a capacității ficatului de a capta și inactiva acti- 
vatorii plasminogenului produși de către endoteliile vasculare. Ca urmare, cheagurile hemo- 
statice, produse in organismul unui bolnav cu ciroză hepatică decompensată parenchimatoasă, 
sint mai fragile şi mai susceptibile la dezintegrarea prin fibrinoliză. 


236 


\ 

Desi hemoragiile care survin la aproximativ 15—25% din subiecfii cu cirozá ‘hep. ticd se 
datorese, in primul rind, unor factori locali (varice esofagiene, ulcerafii pe tractul digestiv, 
hemoroizi), dezechilibrul între incetinirea coagulării si accelerarea fibrinolizei ccntribuie in mare 

másurá la imprimarea unei note de severitate a acestor hemoragii precum si la. tendinfa lor de 
a se repeta sau de a se prelungi (4, 8). 

Perturbarea hemostazei in insuficiența hepatică, evoluind cu deficit de sinteză a factorilor 
coagulárii, prezintă aspecte și mai complexe dacă se ia in considerare faptul că, in astfel de 
condiții, se reduce si sinteza antitrombinei III, principalul factor inhibitor al coagulării, precum 
si a protcinei C cu rol de inactivare a factorilor V si VIII activafi in cursul coagulării. 'Tinind 
seama că ficatul participă și la captarea $i inactivarea unor factori activati ai coagulării, există 
premisele explicării fenomenelor de coagulare intravasculară diseminată constatate în unele 
cazuri de insuficienţă hepatică acută (8). Astfel de cazuri: se însoțesc de creșterea produșilor 
de degradare a fibrinei ai de scăderea fibrinogenemiei şi a numărului de plăcuţe sanguine: Men- 
fionüm eu acest prilej că, desi fibrinogenul este produs în ficat, nivelul fibrinogene miei scade 
doar rareori în bolile hepatice, inclusiv in cirozele hepatice decompensate parenchimatos. 


IV.3.2. TESTE CARE EXPLOREAZĂ CAPACITATEA a 
METABOLICA A FICATULUI 


Viteza cu care ficatul captează si elimină din plasmă anumite sub- 
stante poate constitui o măsură a capacității funcționale a acestui organ. 
Astfel de substanțe pot fi metaboliți fiziologici, ca de exemplu galactoza 
si diversi acizi aminati, sau substanțe străine organismului (xenobiotice) 
cum sînt unii coloranți sau diverse medicamente care se metabolizeaza 
in ficat (5, 20). 

Pentru ca un xenobiotic sà poata fi utilizat in. clinica, el trebuie sá 
indeplineasca anumite condiţii: să nu fie toxic pentru un bolnav he- 
patic; să fie eliminat din plasmă doar, sau mai ales E captare hepa- 
tică; să poată fi administrat pe cale intravenoasă sau, în caz de ad- 
ministrare pe cale oralá, sá se adsoarbá rapid si cit mai complet; sá poata 
fi dozat in plasma sau eventual in saliva. 

Prin dozári seriate din plasma ale substanteb administrate se poate 
obține o măsură a vitezei sale de eliminare. | 

Pentru majoritatea acestor substante eliminarea lor din lama 'de- 
cure logaritmic. Cu alte cuvinte, prin raportarea logaritmilor concen- 
tratiilor in plasmă la timp se obţine o linie dreaptă (vezi: fig. 3.17 la 
pag. 192). Pe baza determinării timpului de înjumătățire în plasmă a 
substanței (t 1/2), se poate: calcula ulterior valoarea clearance (C!) con- 


PO 63 
form formulei Cl = dien unde 0,693 reprezinta logaritmul natu- 


1/2 
ral de 2, iar Vd reprezintá volumul de distributie al substantei. La rindul 
sáu Vd se calculeazá impártind doza de substanta administrata la con- 
centratia plasmaticá a respectivei substante extrapolata la timpul 0. 


Este important de a CAES cá valorile clearance. depind nu numai 
de capacitatea de captare si de metabolizare de cátre hepatocite a sub- 
stantelor administrate dar si de debitul sanguin hepatic. Dependenta 
fati de fluxul sanguin este deosebit de accentuatá in cazul substante- 
lor caracterizate printr-un raport de extracţie hepatică ridicat, res- 
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pectiv in cazul unei diferente exprimate intre concentratia substantei in 


E > d 


singele care intra in ficat si cel care iese din ficat prin venele supra- 
hepatice. Din acest motiv, într-un caz de insuficienţă cardiacă, explo- 
rarea ficatului cu bromsulfonftaleiná (BSP) furnizează valori de clearance 
mul: mai alterate decît s-ar putea explica prin suferinţa hepatică (20). 

Spre deosebire de situaţia relatată, în cazul administrării de anti- 
pirina, care prezintă un raport de extracție mult mai redus, variațiile 
fluxului sanguin exercită un efect minor asupra procesului de clearance, 
care reflectă astfel mai fidel funcţia hepatocitelor. | ? 

In cele ce urmează sint prezentate cîteva procedee de explorare a 
capacităţii metabolice si de excretie a ficatului. pa ^ 

Excretia de bromsulfonftaleiná (BSP). Acest colorant, administrat 
intravenos intr-o dozá de 5 mg/kg greutate corporalá, se fixeazá pe pro-. 
teinele plasmatice si, ajuns la nivelul capilarelor sinusoide, este rapid 
captat de cátre hepatocite, conjugat cu acid glicuronie si eliminat prin 
bilá. -Pe lingá marea dependentá a testului de fluxul sanguin hepatic, 
eliminárile de BSP sínt influentate si de alti factori. Astfel substanţele 
care afecteazá functia excretorie a ficatului, cum sint estrogenii sau ste- 
roizii anabolici, sau care se eliminá din organism pe aceeasi cale hepa- 
ticá, ca de exemplu bilirubina sau agentii de contrast utilizati in co- 
lecistografie, reduc excretia de BSP. Pe de alta parte, agentii inductori, 
cum sint barbituricele (vezi pag. 190), accelereazá eliminárile de BSP. 

. Cu rezervele amintite, testul cu BSP furnizează totusi relatii pri- 
vind capacitatea de depurare a ficatului astfel incit, in bolile hepatice, se 
constata o retentie a colorantului iar aproximativ 209/, din doza des. 
BSP se eliminá prin uriná.. ' K Af f^ 

In practicá se utilizeazá fie determinarea procesului de clearance 
după formula amintită anterior, fie, mai simplu, gradul de retentie cal- 
culat din raportul intre concentratia de BSP in ser la 3 minute de la 
injectarea preparatului si cea gásitá dupa 45 de minute. In mod nor- 
mal, peste 95%/ din colorant se eliminá, respectiv 59/, se retine in plasmà 
după 45 minute. Retentii de peste 100/, se considera ca fiind patologice. 
In ultima vreme, existá insá tendinta de a se renunfa la testul cu BSP 
din cauza posibilitátii de aparitie a unor efecte adverse cum ar fi trom- 
boflebite si iritatii accentuate dupà injectia intravenoasá, reactii alergice, 
mergind pina la soc, si chiar fenomene de coagulare intravasculará di- 
seminata (5). | TT Le 

Testul de clearance cu verde de indocianină. Acest colorant care se 
fixeazá si el pe proteinele plasmatice eliminindu-se prin bila sub forma 
neconjugata este, in genere, mai bine tolerat, dar, ca si testul cu BSP, de- 
pinde în mare măsură de fluxul sanguin hepatic (5, 20). 

Testul cu antipirină. Medicamentul nu se fixează pe proteinele plas- 
matice şi difuzează în toate compartimentele organismului (plasmă, li- 
‘chid interstitial si apă celulară) putînd fi astfel utilizat pentru deter- 
minarea apei totale. El este captat de către hepatocite, metabolizat şi eli- 
minat din organism sub formă de metaboliți (3-hidroximetilantipirină, 
norantipirină, 4-hidroxiantipirină și p-hidroximetilantipirină). Toti acești 
patru metaboliți pot fi detectati în urină sub formă conjugată. Pentru 
explorarea ficatului sînt importante următoarele caracteristici ale Anti- 
pirinei: 
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a) Medicamentul dat in solutie apoasá se absoarbe integral din in- 
testin, ceea ce permite administrarea lui pe cale orala; 

b) Antipirina se ráspindeste relativ uniform in toate tesuturile si 
secretiile, ceea ce permite dozarea ei nu numai in plasma dar gi in 
saliva. i 

c) Captarea si metabolizarea antipirinei de către hepatocite sînt doar 
in mică măsură influențate de variațiile debitului sanguin hepatic si 
deci reflectă mai fidel capacitatea metabolică a ficatului. 

d) Dispariția din plasmă (sau salivă) decurge liniar atunci cînd lo- 
garitmii concentratiilor se raportează la timp (vezi fig. 3.17 la pag. 192). 

Există însă şi anumite limite ale aplicării acestui test. S-a constatat 
astfel o variabilitate relativ mare a valorilor de clearance al antipirinei 
la subiecții sănătoşi sau, în orice caz, fără boli hepatice, metabolizarea 
medicamentului fiind influențată de factori genetici, de volumul fica- 
tului, de vîrstă (scade cu virsta), de starea de nutriție (scade la denu- 
triti), precum si de eventualele medicatii administrate. Asa de exemplu, 
agentii inductori (fenobarbital, DDT, dicumarol) accelerează ritmul de 
metabolizare al antipirinei iar betablocantele, de tipul propranololului, 
încetinesc procesul de clearance. . —— | 

Este, de asemenea, important de stiut cá atit consumul cronic de al- 
cool cit si fumatul tind sá accelereze metabolizarea medicamentului (20). 
Bineînţeles cá o dată cu instalarea . . i 
cirozei alcoolice procesul de clea- 


rance al antipirinei diminuă. cte arance 

Cu toate rezervele amintite, Onivypiyind =. | 
testul cu antipiriná s-a dovedit ^4 ml/min. | ^ 
util pentru detectarea insuficien- _ so | ; 
tei hepatice. Conform observatii- f r: 
lor efectuate în laboratorul nos- To e 
tru (vezi fig. 4.1), valoarea medie «^ — J. Haa 
a procesului de clearance deter- BO iar) » 
minat la 10 bolnavi cu cirozá he- 60 " 
paticá decompensatá a fost de i, ele 
21,88 ml/min, fiind semnificativ . 50] e pum 
(p. € 0.001) mai scázutà decit va- 40 on Se; ya Ga | Se 
loarea medie a subiecţilor sáná- | =| %2 e e 
toși (41,64 ml/min). S-a.constatat ` soi . se? | 
totodată o corelaţie semnificativă . my 

. ° Oo 

între valorile de clearance si ac-. 20 „estas 
tivitatea colinesterazei serice (vezi Ta 
fig. 4.2). E AA A 

In practicá, administrarea an- | 2 
tipirinei se poate face intravenos | i CR? q 
(500 me dizolvate in 10 ml so- "BEIER uu EMO tp iN f 


lutie apoasă ușor hipotonica) rC- Fig. 4.1. Dispersia valorilor de clearance al 
coltîndu-se apoi probe de singe  antipirinei la subiecţii sănătoși normolipemici 
la 3, 5, 8, 28 si 32 ore de la injec- si normoponderali (Martori), la bolnavi cu ci- 


tare. pentru doz TX EPI roză hepatică decompensată (ciroză) si la su- 
H zarea antipirinerm biectii cu hiperlipoproteinemie tip IV. Pe ordo- 


plasmă. . ma. .  mnatá: clearance antipirină in ml/min. Liniile 
Rezultate reproductibile si orizontale întretăiate de bare verticale indică 
bine“ corelate cu cele obținute prin valorile medii + eroarea standard a mediei. 


239 


Cl (ml/min) 


e Controls 

4 Cirrhosis 

i o Overweight 

š a HLP -ILb 
o HLP -IV 


20 30 40 50 60 70 AO 90 100 CHE lukat/l) 


Fig. 4.2, Corelatia statistică semnificativă (r= 705; p < 0.001) 

intre activitatea colinesterazei serice (CHE) in ukat/l si valorile 

de clearance antipirinic in ml/min. Bolnavii cu cirozá hepaticá 

prezintá o scádere concomitentá a activitátii CHE si a procesului 
de clearance al antipirinei. 


procedeul descris se pot insá obtine si prin administrarea antipirinci à 
jeun pe cale oralá (2 tablete a cite 500 mg) determinindu-se apoi concen- 
tratia medicamentului in saliva recoltata la 2, 4, 6, 10 si 24 ore de la 
ingestia medicamentului (2). | 

Informatii suplimentare asupra particularitátilor sistemului micro- 
somal de hidroxilare a medicamentelor pot fi obtinute prin dozarea 
metabolitilor urinari ai antipirinei. 

Metode de clearance hepatic bazate pe dozarea de MCO, in aerul 
expirat. Există o serie de substanţe care, in urma metabolizárii lor in fi- 
cat, eliberează CO, care se eliminá prin respiraţie. Dacă astfel de sub- 
stante, cum sint aminopirina, fenacetina sau cofeina sint marcate cu "C 
in lanturile laterale metil sau etil, moleculele de 14CO3 eliminate prin res- 
piratie provin doar din substantele marcate metabolizate in ficat. Prin 
captarea 14CO; din aerul respirat si dozarea radioactivităţii se poate apre- 
cia capacitatea ficatului de captare și metabolizare a compușilor amintiți (5). 

Evaluarea capacității metabolice a ficatului prin încărcarea cu me- 
taboliti fiziologici. Avindu-se în vedere că ficatul. este principalul organ 
care intervine în procesul de metabolizare a galactozei şi a acizilor ami- 


nati, acești compuși au fost utilizaţi in diverse probe hepatice functio- 
nale. 


Testul de galactozá se bazeazá pe faptul că la normali, acest mono- | 
zaharid este rapid captat din plasma doar la nivelul ficatului si transfor- 
mat in glucozà prin fosforilare si epimerizare. Marea vitezá de extractie 
din plasmá a galactozei face ca acest test sá fie in mare másurá depen- 
dent de variatiile fluxului sanguin hepatic. Testul poate fi efectuat fic 
prin evaluarea scáderii concentratiei plasmatice a galactozei, fie prin de- 
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terminarea galactozei, care, nefiind captată de ficat, se eliminá prin urină- 
In această ultima eventualitate (testul galactozuriei provocate), se ad- 
ministreazá subiectului 40 g galactoză in 250 ml ceai, recoltindu-se 
apoi urina pe timp de 4 ore. La subiectii normali nu se eliminá mai; 
mult de 3 g galactoza in intervalul de timp amintit, pe cind la hepatici, 
eliminárile urinare cresc oarecum paralel cu gravitatea decompensárii pa- 
renchimatoase. De notat insá cà o scádere a debitului urinar poate duce 
la rezultate fals negative (eliminári reduse de galactozá), pe cind la hi- 
pertiroidieni, diabetici sau la bolnavii tratati cu glucocorticoizi se con- 
stata adeseori eliminári crescute. 


În cazul administrării intravenoase 0,5 g/kg greutate corporală se 
urmărește scăderea concentrației galactozei in plasmă determinindu-se 
t 1/2 si valoarea clearance. În astfel de condiţii, se obţin eg mai ales. 
cu privire la debitul circulator hepatic (5, 20). 


Incárcarea cu acizi aminati. Ficatul reprezinta principalul organ im 
care are loc metabolizarea acizilor aminati. Mecanismele implicate in 
acest proces includ dezaminarea oxidativà, aminotransferarea (transami- 
narea) si încorporarea acizilor aminati în proteinele hepatice sau in pro- 
teinele plasmatice de export. In conditii normale, îndepărtarea aminoa- 
cizilor din sînge decurge cu o viteză maximală remarcabilă de peste 
20 c;orá, captarea hepatică fiind favorizată de insulină. În insuficiența 
hepatică severă sau în cursul terapiei cu L-asparaginază, care perturbă 
sintezcle de proteine în ficat, se constată importante creşteri ale amino- 
acidemiei, fenomenul accentuindu-se mult în cazul încărcării cu acizi 
aminati în perfuzie. S-au încercat diverse teste de încărcare cu acizi 
aminati dintre care mai sensibilă pare a fi cea de încărcare cu metionină 
marcată 9S sau Se. În caz de insuficienţă hepatică, captarea acestui 
aminoacid esta încetinită și un procent însemnat de metionină nemetabo- 
lizută apare în urină. Testul permite si o evaluare a măsurii în care- 
aminoacidul marcat se incorporează în proteinele plasmatice. În fig. 4.3: 
este reprodusă o probă de încărcare cu “Se metionină după metoda pro— 
pusă de Szantay si colab. (21). 


A monemia. Amoniacul (NH) este un produs de metabolism al bacteriilor intestinale 
si, într-o măsură mult mai redusă, un rezultat al dezaminării acizilor aminaţi în ficat şi in te-- 
suturile cxtrahepatice. | j | 

Cea mai mare parte a amoniacului se transformă la nivelul ficatului în urce, care se eli-- 
mină prin urină şi doar mici cantităţi de amoniac scapă ca atare în acrul expirat. Graţie deose-- 
bitei eficiente a procesului de urcogcnezá, nivelul amoniacului sanguin se menține la subiecţii: 
normali in limite joase de 10— 20 ug/dl (5,87— 11,74 tunol/1). În caz de insuficienţă hepatică, 
survenită la un cirotic, si mai ales în caz de guntare porto-cavă a circulației hepatice, nivelul 
amonemici creşte pind la de 5 ori limita superioară a normalului. Nivelul amonemiei creşte: * 
si mai mnlt atunci cind, la un bolnav cu ciroză hepatică, survine o hemoragie digestivă supe- 
rioará. În comparaţie cu alte teste, determinarea amoniacului sanguin are însă o valoare mult: 
mai limitată in ceea ce priveşte evaluarea rezervelor funcționale ale ficatului. Creșterea amon-- 
emici orientează totuși asupra pericolului encefalopatiei portale, considerindu-se că amoniacul” 
ar avea un efect toxic asupra sistemului nervos central (6, 18). De fapt, amoniacul nu este sin- 
gurul si poate nici principalul compus toxic de proveniență intestinală cu rol în producerea. 
manifestărilor neuropsihice la bolnavii cu ciroză hepatică. Se ştie astăzi că sub acţiunea florei 
microbiene intestinale se produc o serie de amine rezultate din decarboxilarea acizilor aminafi.. 
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Fig. 4.3. Testul de încărcare cu %Se motioniná. Pe abscisá timpul in minute de la administra- 
rea aminoacidului marcat (7 pCi). Pe ordonată: impulsuri/min/ml (reprezentare logaritmică), 
Din panta descendentă, indicînd captarea la nivel hepatie a metioninei injectate se poate cal- 
cula timpul de înjumătățire biologică (T/2) a metioninei (indicat prin săgeată). Panta ascenden- 
tă indică ,,reintoarcerea” in plasmă a radioactivităţii în urma incorporării metioninei marcate 
în proteinele plasmatice. Se poate vedea că, în comparație cu un subiect sănătos (a), bolnavul 
cu insuficiență hepatică (b) prezintă atît o încetinire a procesului de captare a metioninei (1/2 
prelungit) cit si o intirziere a încorporării aminoacidului în proteinele plasmatice. 


Astfel de amine, nedepurate de către ficatul insuficient sau ajunse in singe ocolind ficatul prin 
șunturi, s-au dovedit a avea efecte toxice. i 

De notat cá aminele rezultate prin decarboxilarea fenilalaninei sau tirozinci (de exemplu 
feniletanolamina), şi avind o structură similară catecolaminclor, pot interfera competitiv cu 
acestea la nivelul receptorilor adrenergici. S-a sugcrat că acești „falși mediatori chimici” ar 


putea explica atit hipotensiunea cit şi fenomenele neuropsihice ale hepaticilor, inclusiv coma 
hepatică (14). ; 


IV.4. 'TESTE INDICATOARE ALE COLESTAZEI 


Din punct de vedere fiziopatologic, colestaza poate. fi definiti ca o 
perturbare in procesul de formare si curgere a bilei si o diminuare a 
debitului biliar. Această perturbare poate surveni începînd de la nivelul 
canaliculelor biliare si chiar de la polul biliar al hepatocitelor (postmi- 
crosomal) și pina la nivelul sfincterului lui Oddi. - 

Din punct de vedere morfologic, colestaza se caracterizeazá printr-o 
acumulare vizibilă de pigmenţi biliari in hepatocite si prezența de 
»trombi biliari" in canaliculele biliare iar sub aspect clinic impresio- 
neazá marea incidentá a pruritului. Aspectele biochimice, care intere- 
seazá în primul rind acest capitol, constau din retentia in singe a compo- 
nentelor bilei, in primul rind a acizilor biliari, si din cresterea activitàtii 
„enzimelor de colestază“ si anume fosfataza alcalină, y-glutamiltransfe- 
raza, 5-nucleotidaza si aminopeptidaza (leucinaminopeptidaza). . 
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Modificările biochimice amintite ar avea menirea de a contribui 
la depistarea unui proces de colestază şi eventual să ajute la precizarea 
mecanismelor prin care s-a ajuns la colestază. 


În cazul colestazelor intrakepatice (calcul ti căile biliare, neoplasm de cap de pancreas, 
coledocita scleroasá), mecanismul patogenic este relativ simplu si constă din ingustarea sau chiar 
obstruarea mecanică a căilor biliare ex :trahepatice. 


Patogeneza colestazelor intrahepatice este mai complicatá gi in orice caz mai puțin Cludidată 


la ora actuală. În unele cazuri, examenul histopatologic evidențiază leziuni inflamatorii scle- 
rozante ale căilor biliare intrahepatice (ducturi biliare intralobulare si septale), realizind aspec- 
tul de hepatită colangiolitică si evoluind spre ciroză biliară. Se ridică însă întrebarea dacă le- 
ziunile inflamator sclerozante posibil intrejinute $i perpetuate prin mecanisme autoimune, 
nu sint cumva inițiate de anumite ‘anomalii de metabolism interesind cu predominantá eco- 
nomia acizilor biliari. o astfel de ipoteză este susținută mai ales de observaţiile care atestă 
rolul esențial al acizilor biliari în formarca fluxului biliar apos. Pe baza datelor din literatura 
se pot sugera următoarele mecanisme cu rol in dezvoltarea unui proces de’ colestazá de natura 
metabolicá: defecte genctice sau cistigate ale unor proteine cu rol de receptor sau trasportor 
care intervin in captarea, stocarea si secreția acizilor biliari ; deficit în procesele care generează 
energia necesară transportului activ intrahepatocitar de acizi biliari (procese ATP-dependente ; 

modificări de permeabilitate ale canaliculelor biliare care ajung să permită o difuziune anarhică 


a moleculelor secretate activ; anomalii în hidroxilarea acizilor biliari cu repercusiuni asupra 


solubilității acestora și implicit asupra formării fluxului biliar al canaliculelor ; anomalii in pro- 


cesul de formare al miccliilor de acizi biliari, fosfolipide $i colesterol; perturbări in elaborarea 


fluxului biliar apos prin mecanisme indc pendente de acizi biiiari (9, 11). 

Dacă explorările biochimice sint in mšsurš să detecteze existența colestazei, există insă 
reale dificultăţi în a diferenția pe cale biochimicá o colestază extrahepaticá de una intrahepa- 
tică si mai ales in a recunoaște mecanismul ae 34 in producerea apesi tă: 


IV.& 1. ENZIMELE INDICATOARE ALE vae taies da 


Bazele fiziopatologice ale cresterii in ser a enzimelor indicatoare ale 
colestazei ca si valoarea diagnosticá si limitele fosfatazei alcaline si y-glu- 
tamiltransferazei au fost analizate pe larg in capitolul precedent (vezi 
pag. 222). Reamintim doar cá fosfataza alcaliná creste si in afectiuni 
osoase, cá gradul de creştere al y-glutamiltrasferazei este mult mai ex- 
primat dar ca sensibilitatea acestei determinári enzimatice este con- 
tracaratá de o oarecare lipsá de specificitate. De fapt, cresteri moderate 


ale yGT (mai putin exprimate decit in sindroamele colestatice) se in- 


tilnesc in aproape toate bolile hepatice, pium deosebit de ridicate consta- 
tindu-se in alcoolismul cronic. ` 


IV.4.2. NIVELUL SERIC AL ACIZILOR BILIARI 


Trebuie arátat, de la bun inceput, cà o crestere a acizilor biliari in 
Ser se poate datora nu numai colestazei dar si insuficientei hepatice. 
Pentru infelegerea acestor aspecte de patologie mentionám cá acizii biliari 
primari (acidul colic si chenodeoxicolic) se sintetizeazá in ficat, pe seama 


colesterolului, si dupa o prealabilá conjugare cu taurina sau glicocolul se 
varsa prin bila in intestin. 
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Aproximativ 980%% din acizii biliari secretati se reabsorb la nivelul 
ileonului dar, ajunsi prin circulatia portalá la nivelul ficatului, sint extrem 
de rapid captati de cátre hepatocite si secretati in mod activ din nou in 
bila, antrenind totodatá un flux biliar apos. O anumitá fractiune a aci- 
zilor biliari primari ajunsi in intestin este dehidroxilatà sub actiunea 
florei rnicrobiene, rezultind acizi biliari secundari si anume acidul dez- 
oxicolic (din acidul colic) si, respectiv, acidul litocolic (din dehidroxi- 
larea acidului chenodeoxicolic). Acidul litocolic este foarte putin solubil 
şi se eliminá prin fecale sub forma precipitatá aderentá de resturi ve- 
getale. | Im 
Pe de altă parte, acidul dezoxicolic este partial reabsorbit in circu- 
latia portalá, fiind apoi captat de ficat si supus aceluiasi circuit entero- 
hepatic ca si acizii biliari primari. Eficienta remarcabilá a procesului. de 
captare a acizilor biliari din circulatia portalá de cátre hepatocite face 
ca nivelul acestor detergenti biologici sà fie deosebit de scázut in cir- 
culatia sistemică (între 0 si 6 pmoli/1, cu o medie de 1,6 pmoli/1).  — 

Din. cele arătate rezultă cá o eventuală suferință hepatică poate 
afecta economia acizilor biliari prin cel putin trei mecanisme: scáderea 
sintezei de acizi biliari; reducerea gradului de hidroxilare a acizilor bi- 
liari cu repercusiuni asupra solubilitátii acestora si implicit asupra for- 
mării fluxului biliar apos; reducerea capacităţii hepatocitelor de a-i capta, 
conjuga si excreta activ în bilă. | | 

Se pare cá reducerea capacitátii de captare hepaticá a acizilor bi- 
Dart reabsorbiti din intestin are o pondere mai mare decit reducerea 
capacitátii de sintezá deoarece, in marea majoritate a cazurilor de su- 
ferinta hepatică, nivelul seric al acizilor biliari creşte. La scăderea pro- 
cesului de clearance hepatocitar se adaugă, în cazurile de ciroză, si pre- 
zenta sunturilor porto-sistemice. Evident că în hepatopatiile colestatice 
sau in caz de colestază extrahepatică retentia bilei face ca acizii biliari 
“să reflueze din hepatocite si din canaliculele biliare în capilarele sinu- 
soide. i : | 

Explorarea anomaliilor, afectind economia acizilor biliari in bolile 
hepatice, implica urmátoarele aspecte: determinarea concentratiei bazale 
şi postprandiale a acizilor biliari serici, detectarea unor eventuale 
modificări ale raportului dintre diferitii acizi biliari si teste de încăr- 
care oralá sau intravenoasá cu acizi biliari (11). | TN 

Cele mai importante cresteri ale concentratiei de acizi biliari serici 
se constatá in sindroamele colestatice precum si in cursul perioadei flo- 
ride a unci hepatite acute (valori de 10—50 ori limita superioará a nor- 
malului). Cresterile constatate în hepatitele cronice progresive si în ci- 
roze sint mai putin exprimate (3—7 ori limita superioară a normalilor), 
pe cînd în hepatita cronică persistentă si în cazurile de ficat grăsos, ni- 
veiul acizilor biliari serici se află in apropierea limitei superioare a nor- 
malilor sau o depăşeşte de cel mult 2—3 ori. 

Eventualele deficiente în procesul de captare hepatică a acizilor 
biliari se evidenţiază mai pregnant postprandial, atunci cînd are loc 0 
reabsorbtie de acizi biliari din intestin. De fapt, la două ore după un 
prînz bogat în grăsimi sau după consumul de gálbenus de ou, care pro- 
duce o revărsare de bilă în intestin si implicit o reabsorbtie de acizi in 
circulația portală, nivelul acestora crește în circulația sistemică de 3—4 
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ort fata de valorile bazale în cazul unei insuficiente hepatice sau a unui 
sunt porto-sistemic, pe cînd la normali creșterile sînt abia schifate (10, 
11, 12). 

Aceeaşi accentuare a anomaliilor se poate obţine prin încărcarea 
orală cu acizi biliari (7 mg/kg greutate corporală), mai ales ia bolnavii 
cu ciroză hepatică, hipertensiune portala si sunturi portosistemice. 


În cazul administrării pe cale intravenoasă a acizilor biliari marcați 
se explorează mai ales ` capacitatea de captare a acestora de către he-. 
patocite. Un astfel de test nu este însă accesibil laboratoarelor clinice. 


Prin separarea cromatografică a acizilor. biliari serici s-a putut arăta 
că in cazurile evoluind cu. insuficienţă hepatica, creşte mult procentajul 
acidului dezoxicolic şi scade relativ acidul colic, pe cînd în cazurile de 
colestază, procentul acidului dezoxicolic scade. Fenomenul este uşor de 
explicat dacă se tine seama că acidul colic este sintetizat de ficat, iar 
acidul dezoxicolic rezultă din acţiunea florei microbiene intestinale asu- 
pra acidului colic. Astfel, în cazurile în care predomină retentia de bila 
(colestaza) acizii biliari primari sînt reţinuţi si refluati în singe si astfel 
mai putin acid colic ajunge în intestin si deci formarea de acid dezo- 
xicolic si implicit absorbţia acestuia sînt mai reduse. Pe de altă parte, 
în insuficiența hepatică scade sinteza de acid colic iar acidul dezoxicolic 
reabsorbit din intestin nu este captat de hepatocite (12). 


Desi nivelul acizilor biliari serici reprezintă un indiciu deosebit de 
sensibil atit pentru colestază cit şi pentru o insuficienţă hepatică, va- 
loarea prognosticá a acestei investigaţii este limitată. De fapt, scăderea 
nivelului seric al acizilor biliari poate surveni atît în caz de ameliorare : 
postterapeutică a capacităţii de captare a hepatocitelor, cît si a unei insu- 
ficiente hepatice deosebit de severe în care sinteza de acizi biliari este 
grav compromisa si rezervorul de acizi biliari mult diminuat. 


1V.4.3. CREȘTEREA BILIRUBINEI CONJUGATE 


Mecanismele care duc la apariţia sindromului icteric ar putea fi 
reprezentate de: o producţie excesivă de bilirubină cauzată de o hemoliză; 
un defect de captare a bilirubinei neconjugate de către hepatocite; un 
deficit de glicuronoconjugare; o perturbare a procesului de excretie ac- 
tivă a bilirubinei conjugate din hepatocite in canaliculele biliare; o per- 
turbare a formării fluxului biliar apos în căile biliare intrahepatice; o 
ingustare sau chiar o obstructie totală a căilor biliare extrahepatice. Pri- 
mele trei mecanisme duc la creşterea bilirubinei neconjugate (indirecte), 
pe cînd ultimele trei mecanisme se asociază cu creşteri ale bilirubinei con- 
jugate (directe). Colestaza intrahepatică sau extrahepatică evoluează cu 
nivele crescute ale bilirubinei conjugate, care poate ajunge (mai ales în 
cazul icterelor mecanice) la valori de 10—20 mg/dl (170—340 mol/l). 
in astfel de cazuri bilirubina conjugată se elimină prin urină, care de- 
vine colurică. Este însă important să se precizeze că, în unele cazuri, de 
coiestază intrahepaticá, nivelul acizilor biliari este mult mai ridicat: 
decît nivelul bilirubinei directe, a cărei creștere este abia schitata iar 
pigmentii biliari din urină nu pot fi detectati cu metodele de rutină (3). 
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In opozitie cu aceasta situatie, se pot intilni cazuri la care cresterea bili- 
rubinei conjugate in ser si in uriná nu se asociazá cu cresteri ale nive- 
lului seric al acizilor biliari si cu o activitate crescuta a fosfatazei alcaline 
si a yGT. In astfel de cazuri, se poate exclude un proces de colestazá, cres- 
terea bilirubinei fiind cauzata de un deficit cu caracter genetic in mo- 
canismele care asigurá excretia bilirubinei conjugate (sindrom Dubin- 
` Johnson sau sindrom Rotor). Pe de altà parte, se stie cà orice afectare 
severá a parenchimului hepatic poate duce la cresterea bilirubinei con- 
jugate ca si a acizilor biliari chiar daca hepatopatia nu are un caracter 
predominant colestatic. 

În caz de obstructie totalá a fluxului biliar (de exemplu, in neoplasm 
al regiunii ampulare), bilirubina nu ajunge in intestin si din acest motiv 
nu se formează stercobilinogen (urobilinogen): si respectiv stercobilina. 
In consecintá, materiile fecale devin decolorate iar ue nu 
"poate fi detectat in urină. am Do, 


"În condiţiile unei obstructii incomplete sau intermitente. (de exem- 
plu, în litiaza biliară sau în colestazele intrahepatice), culoarea scaunului 
este variabilă, iar urobilinogenul | ‘poate apare intermitent în urină (3. 
6, 14). š 


IV.4.4. LIPOPROTEINA X (LpX) 


Asa cum s-a aràtat intr-un capitol precedent (vezi pag. 50), coles- 
taza se insoteste, de regulă, de o creştere in ser a colesterolului liber si 
a fosfoiipidelor care, in unele cazuri, duc la formarea unei lipoproteine 
particulare specifice colestazei si denumită lipoproteina X. Întrucît aceas- 
tà lipoproteiná este, in primul rînd, o consecinţă a retentiei de bilă, s-a 
incercat ca, prin dozari cantitative, sà se obtiná o diferentiere a coles- 
tazei extrahepatice fata de colestaza intrahepaticá. De fapt, utilizindu-se 
metode bazate pe încorporarea de %H-colesterol în LpX s-a putut 
arăta (16) că nivelul acestei lipoproteine anormale este în medie de 6 ori 
mai ridicat in colestazele extrahepatice (158 mg/dl) decît în cele intrahe- 
patice (25 mg/dl). Există însă si numeroase cazuri de hepatită acută, for- 
má colestaticá, în care valorile LpX se situează la nivelul celor inti'nite 
în “cazurile de -colestazá extrahepaticá. De notat însă că cele mai ri- 

Cicate valori ale’ LpX (peste 1000 mg/dl) se întîlnesc in icterele mecanice” 
m natură malignă “(ce exemplu, in carcinoame ale capului pancroeasu- | 
lui). S-a mai arătat că în numeroase cazuri de colestază intrahepatică 
cronică (ciroză biliară), se constată o creştere a a lipoproteinelor cu mi- 
grare incetinità (22). 

Desi determinárile de LpX au o valoare discriminativi mai mare de- 
cit dozárile de fosfatazá alcaliná, yGT sau acizi biliari peniru diferen- 
tierea.diverselor forme de colestazá, dificultăţile tehnice si costul ridicat 
al unor determinări, necesiiînd coiesterol marcat, au făcut ca această 
examinare să nu poată fi utilizată de rutină în laboratoarele clinice. În 
consecinţă, testele biochimice au la ora actuală o valoare limitată pen- 
tru diferenţierea colestazei intrahepatice de cea extrahepatică. 
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LN. A, PARTICULARITATI ALE SINTEZEI DE PROTEINE 
HEPATICE IN COLESTAZA 


Asa cum s-a mai arátat (vezi pag. 156), retentia cronica de bila sti- 
muleazá sinteza hepatica de proteine. Ca urmare, in cazurile de ciroza bi- 
liará se constatá cresteri importante ale nivelului unor proteine plas- 
matice de provenientá hepatica. Aceste cresteri intereseazá nu numai 
fosfataza alcalină si y-glutamiltransferaza, dar si unii factori ai coagularii, 
inhibitorii proteazelor, haptoglobinele, proteina C3 a complementului si 

ceruloplasmina (7). In schimb, nivelul prealbuminei si albuminei serice, 
precum m activitatea colinesterazei serice scad (22). 


IV.5. EXPLORARI CU ROL DE PRECIZARE A ETIOLOGIEI UNEI 
BOLI HEPATICE. 


Diagnosticul complet al unei suferinfe hepatice necesitá stabilirea in másura posibilului 
a factorilor etiologici implicafi. Redám in tabelul 4.1 o prezentare Legend a acestor factori 
etiologici. 

Investigatiile amintite furnizează mai ales informații cu privire la mecanismele patoge- 
uctice şi dau doar relaţii indirecte privind etiologia unei boli hepatice. i 

Anamneza si investigațiile toxicologice pot ajuta la precizarea naturii toxice a unci su- 
ferinte hepatice, iar nivelul mult crescut al yGT faţă de cel al fosfatazei alcaline poate atra- 
ge atenția asupra factorului alcoolism. 

S-a mai arătat (vezi pag. 105) cá determinárile de a-fetoproteină pot preciza diagnosti- 
cul de carcinom hepatic. Studiile din ultimii 20 de ani au dus la stabilirea agenților etiologici 
ai hepatitelor virale precum si a rolului lor în cronicizarea acestor afecțiuni. Desi studiul viru- 
surilor depăşeşte cadrul unci cărți axate pe probleme de biochimie, relatăm cîteva criterii de 
interpretare a rezultatelor furnizate de laboratoarele care pot pune in evidență prezența În ser 
a virusurilor hepatotrope sau a anticorpilor fafá de aceste virusuri. 


Tabelul 4.1 


Factori etlologlel InerlminafI în producerea bolilor hepatice 


A. Factori infeefiosi (implicind si reacţie imuni) 
a) Infectii virale 


— Hepatitele virale A, B sau nonA — nonB 
Mononucleoza infecțioasă, febra galbenă, hepatita neonatală dată de ES 
virusuri. 


b) Infecfii bacteriene : leptospiroza, bruceloza, tuberculoza, lepra, lues. 

c) Infecfit micotice : actinomicozá, histoplasmoză 

d) Infecjii cw protozoare : amebiazá, malarie 

e) Infestafii cu helminfi s schistosomiazá, chist hidatic 

. Factori toxici: ciuperci, alcool, CL, halotan, tiomazol, clorpromaziná, contracep- 
tive orale, PAS,izoniazidá 

. Factori nutrifionali: carenfa de proteine (Kwashiorkor), carenfa de vitamine 
. Faetori metaboliei: glicogenoze, galactozemie, porfirii, boala Gaucher. - 

. Factori carcinogeni: aflatoxine (din mucegaiuri), nitrozamine 

+. Factori circulatori: insuficiența cardiacă — ficatul de. staza. 

G. Factori necunoseufi 


HO t. 
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S-a remarcat astfel existența unei hepatite virale de tip A, de tip B si de tip non A — 
non B, ultimele douá tipuri ducind la aparifia de purtátori cronici (cu posibilitatea de ráspin- 
dire in continuare a virusului), precum si la cronicizarea afecțiunii care poate surveni Într-un 
procent destul de ridicat al cazurilor. 


S-a mai descris existenta unei hepatite de tip D, datá de agentul delta. Pentru ca acest 
aşa-zis „virus defectiv’’ sau incomplet sá se poatá replica si deci si producá hepatita este nevoie 
ca, in organismul gazdei, să fie prezent virusul B. Si acest virus al hepatitei D favorizează evo- 
lutia spre cronicizare. Din cele expuse rezultă că evidenţierea virusurilor menţionate ar putea 
aduce nu numai informaţii etiologice dar si cu caracter prognostic. 


De fapt, singurul virus pentru care s-au dezvoltat tehnici de determinare accesibile unui 
laborator clinic este cel al hepatitei B: Studiile de imunologie au evidenţiat mai mulţi antigeni 
legaţi de acest virus. Aga de exemplu, învelișul virusului (surface, suprafața) este dotat cu un 
antigen caracteristic AgHBs (denumit şi antigenul Australia), iar miezul (core) prezintă un alt 
antigen specific AgIIBe. S-a mai descris un antigen AgHBe a cărui prezență in scr este un in- 
diciu al concentrației virionului si deci al potenţialului infecțios. Antigenclor amintite le cores- 
pund anticorpi specifici anti HBs, HBc si HBe. 

În hepatita virală acută, AgHBs apare in ser cu 2— 4 siptimini inaintea creşterii amino- 
transferazelor şi cu 3—5 sáptámini înaintea apariției simptomelor clinice. Nivelul seric al an- 
tigenului ajunge la maxim în momentul debutului clinic si apoi scade, in majoritatea cazurilo! 
după alte 4—6 săptămîni, devenind ncdetectabil prin metodele curente. 


| O dată cu necroza celulelor sau în orice caz odată cu creșterea permeabilitátii membranei 

hepatocitclor $i respectiv creşterea activității serice a aminotransferazelor se eliberează din 
celule AgH Be si AgH Be care se pot evidentia în ser. Acest proces duce la formarea de anticorpi 
anti HBe de tip IgM. Nivelele crescute de anticorpi anti Hc din cursul infecției acute persis- 
tă si în perioada de convalescenfá (atunci cînd AgHBs poate lipsi). Este important de arătat 
că într-o hepatită cronică gi chiar într-un puseu evolutiv al bolii, anticorpii HBe nu sint. d:tec- 
tabili, permitind diferențierea acestor forme fafa de o hepatită acută. 

Pe de altá parte, prezenta AgHBs indicá o infectie activa cu virus B, in faza acută, cto- 
nică sau latentă (purtători). În 5% din cazurile de infectați, AgHBs nu este detectabil, fiind pre- 
zenti doar anticorpii anti HBc. În absenţa AgHBs și AgHBe se poate exclude o hepatită ac- 
tivă de tip B. 

Starea de purtător cronic de AgHBs se defineşte prin prezența acestui antigen viral 
în circulaţie fără ca probele hepatice să fie alterate și fără ca aspectul histologic al punctatu- 
lui Lioptic să prezinte m:cdificári patolcgice. i 

Nu trebuie uitat însă cá aproximativ 20—30% din hepatitele cronice au prezent antige- 
nul HBs în ser și reprezintă, ca şi purtătorii, un potential de infectare (1, 13, 15, 17). 


Problemele legate de interpretarea diverselor teste de explorare a fi- 
catului în variatele forme clinice şi variante ale bolilor hepatice se pre- 
tează la ample discuţii. Este destul a aminti că în hepatologia clinică a lui 
Kühn si Wernze, probele funcţionale scrise de 28 colaboratori însumează 
128 pagini. Considerăm însă că, deşi relativ restrins, materialul prezentat 
în acest capitol, coroborat cu datele prezentate în cadrul proteinelor 
plasmatice si a patologiei enzimelor, este în măsură să orienteze cititorul 
în privinţa posibilităţii de detectare, prin explorări biochimice, a princi- 
palelor sindroame care survin în bolile ficatului. 

Redăm în tabelul 4.2. o prezentare sinoptică a comportării probelor 
de latorator în cîteva boli hepatice mai frecvent intilnite. 
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V BIOCHIMIA SECREȚIEI BILIARE 


. (Metabolismul pigmentilor $i acizilor biliari) 


e 


Bila formatá in lobulii hepatici este secretatá intr-o retea complexá 
de canalicule si ducturi biliare care, prin confluenta, isi cresc progresiv 
dimensiunile si ajung in spatiile portale situate intre lobulii hepatici, alá- 
turi de limfatice si de ramurile venoi porte si ale arterei hepatice,. 
Ductul (canalul) hepatic, alcátuit prin confluenfa ducturilor hepatice 
drept si sting, se uneste cu canalul cistic al veziculei biliare formind ca- 
nalul coledoc (ductul biliar comun), care intrá in duoden prin ampula lui 
Vater, de regula impreuná cu ductul pancreatic principal (16, 19). 

Principalele componente ale bilei sint apa (820%), acizii biliari (120/), 
fosfolipidele (49/) si colesterolul neesterificat (0,794). Bila mai contine 
bilirubiná conjugatá, imunoglobulina A, electroliti, mucus si produsi de 
metabolizare a unor proteine, a unor hormoni sau a unor medicamente 
(14, 16). i 

Volumul bazal zilnic al secreției de bilă este de 500—600 ml. Aşa 
cum se poate constata (vezi pag. 281), reglarea fluxului biliar se reali- 
zeazá prin mecanisme care tin de transportul activ de acizi biliari din he- 
:patocite în canaliculele biliare precum şi de mecanisme independente de 
acizii biliari. 

În cele ce urmează s'nt analizate căile metabolice ale bilirubinei si 
acizilor biliari care constituie principalii anioni organici ai bilei si prc- 
zintá totodatà o deoschita importantá pentru diagnosticul de laborator 


V.1. METABOLISMUL BILIRUBINEI 


Blirubina este un tetrapirol liniar liposolubil care este derivat din 
catabolismul enzimatic al fractiunii hem din variatele hemoproteine 
aflate in intregul organism. Intelegerea modificárilor suferite de nivelul 
plasmatic al bilirubinei ín conditii patologice si diferentierea sindroa- 
melor icterice implicá o prealabilà cunoastere a mecanismelor de for- 
mare, conjugare si eliminare a acestui compus. 


V.1.1. FORMAREA BILIRUBINEI 
Sursa de bilirubină este reprezentată, în primul rind, de hemoglo- 


bina hematiilor imbátrinite în circulaţie care se distrug în macrofagele 
din sistemu] reticuloendotelial. 
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De fapt prin marcarea hemoproteinelor cu !?N-glicocol, care se incor- 
poreazá in moleculele de hem nou sintetizate, si prin urmárirea aparitiei 
radioactivitátii in bilirubina si in metabolitii ei din materiile fecale se 
constată cá peste 800/,.din această radioactivitate se găsește in scaun 
după aproximativ 120 de zile de la administrarea trasorului. Acest in- 
terval de timp corespunde cu „limita de vîrstă a hematiilor“ si denotă ca 
bilirubina marcată provine mai ales din hematiile imbütrinite. Aproxi- 
mativ 15—200% din 15N-glicocolul injectat apare însă încorporat in bili- 
rubiná încă din primele zile de la administrare. Este evident că această 
„bilirubină marcată precoce“ nu poate proveni din hemoglobina hematii- 
lor imbatrinite, iar sursa ei pare a fi reprezentatà din diverse hemopro- 
teine hepatice (citocromi, oxidaze, catalaze) care au o vitezá de rema- 
niere foarte rapidă (turnover accelerat). O altă parte a acestei bilirubine 
marcată precoce provine din distructia intramedulara a unor clemente 
tinere din seria eritrocitará (eritron), care abia incepuserá sá incorpo- 
reze glicocolul marcat in hemoglobiná. In conditiile unei eritropoieze in- 
eficiente (anemii megaloblastice, anemii sideroblastice, talasemii), cind se 
produce o perturbare in procesul de maturare si lansare in circulatie 
a elementelor seriei rosii, procentul de bilirubiná formatà prin hemoliza 
intramedulara, poate depăşi 500% din totalul bilirubinei excretate (24). 


Mecanismul enzimatic care catalizeazá desfacerea oxidativá a inelu- 
lui tetrapirolic (porfirinic) al moleculei de hem si duce la formarea de 
bilirubiná implică cel putin două etape. Într-un prim timp, sub acţiunea 
hemozigenazei si în prezenţa de oxigen molecular, NADPH, flavoproteina 
si citocrom D 450 are loc o descompunere a hemului care elibereaza Fe, 
CO si biliverdiná. In continuare, biliverdina este redusá apoi spre bili- 
rubiná sub acţiunea biliverdinreductazei (vezi fig. 5.1.) Viteza acestor 
reacţii, respectiv capacitatea de transformare a hemului in bilirubiná, 
este deosebit de mare. Se explică astfel faptul că, în anemiile hemolitice, 
se ajunge la hiperbilirubinemie şi doar, rareori, la hemoglobinemie şi 
hemoglobinurie. Cu alte cuvinte, viteza de eliberare a hemoglobinei în 
cursul hemolizelor patologice depăşeşte doar in mod exceptional, si atunci 
doar pe o perioadă scurtă de timp, viteza de degradare a hemului şi for- 
marea de bilirubină (4, 24). 

Locul de producere al bilirubinei este reprezentat de macrofagele 
aflate in diverse ţesuturi si mai ales în splină, ficat (celule Kupffer) Si 
ganglionii limfatici. Se pare că sistemul enzimatice care catalizează for- 
marea bilirubinci este inductibil, crescîndu-și activitatea atunci cînd se 
acumuleazá substratul asupra cáruia actioneazá (respectiv hemoglobina). 
Asa de exemplu, activitatea hemoxigenazei din macrofagele pielii creste 
in mod apreciabil atunci cind aceste celule vin in contact cu hemoglo- 
bina. respectiv in urma revărsării de singe in țesutul cutanat. Asa se 
explică de altfel transformarea culorii hematoamelor de la roșu violet 
(hemoglobină redusă) spre albastru verzui si apoi spre galben (biliru- 
bină). În cele din urmă, bilirubina formată local este transportată de la 
locul de formare după o prealabilă fixare pe albumina serică. De notat că, 
prin expunere la lumină vizibilă albastră (430—470 nm), bilirubina se 
transformă in izomeri metastabili polari si deci hidroso!ubili care pot fi 
excretati prin urină si chiar prin bilă fără a fi fost conjugati cu acidul 
glicuronic (4, 24). 
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V.1.2. TRANSPORTUL, CONJUGAREA SI ELIMINAREA PRIN 
BILÀ A BILIRUBINEI L 


Fiind liposolubilá, bilirubina formata in macrofage poate patrunde 
cu usurintá prin membranele celulare de naturá lipoidicá, jar, in cazul 
unor concentratii excesiv de ridicate, poate provoca leziuni severe in ce- 
lulele sistemului nervos central. Aceste efecte nocive ale bilirubinei lipo- 
solubile sint contracarate in organism prin cel putin douá mecanisme: a) 
fixarea Lilirubinei pe -albuminele serice, asigurindu-se astfel retentia 
pigmentului in lumenul vascular si limitindu-se difuzarea lui in fesuturi; 
b) formarea de glicuronoconjugati ai bilirubinei care devine astfel hidro- 
solubilá nu mai pátrunde in mebranele lipoidice ale celulelor si nu 
este toxicá pentru sistemul nervos, fiind de altfel rapid eliminatà prin 
bilà. | l | | 
Se stie astăzi că bilirubina pătrunsă in plasma se leagá im mod 
reversibil (necovalent) de albumina sericá, capacitatea maximă de fi- 
xare fiind de 2 moli bilirubină pentru un mol de albumină. Este impor- 
tant de precizat că o serie de substanţe micromoleculare, ca de exemplu 
sulfamidele şi salicilatii precum si acizii graşi liberi, intră în competiţie 
cu bilirubina pentru situsurile de fixare pe molecule de albumină. Dato- 
rită caracterului discontinuu al capilarelor sinusoide, complexul aiku- 
miná-bilirubiná ajunge in contact nemijlocit cu hepatocitele, astfel incit 
aceste celule pot prelua bilirubina. 

Mecanismele intime care asigură pătrunderea bilirubinei in hepa- 
tocite nu sînt încă pe deplin elucidate. Se stie însă cá acest proces im- 
plicá o prealabilá desfacere a bilirubinei de pe albumina si s-a demonstrat 
cá o serie de anioni organici cum sint bromsulfonftaleina, (BSP) si ver- 
dele de indocianină întră în competiţie cu bilirubina, fiind captate deci 
prin aceleași mecanisme. În schimb, acizii biliari pătrund în hepatocite 
prin mecanisme specifice cu totul diferite de bilirubină si de colorantil 
amintiţi (4, 18). . 

În principiu, bilirubina pătrunsă in hepatocite, fiind liposolubilá, 
s-ar putea reîntoarce în plasmă, difuzind prin membrana lipoidicá a 
celulelor. Acest proces este însă mult limitat prin cel puţin două meca- 
nisme: fixarea bilirubinei pe anumite proteine din citosolul hepatocite- 
lor, cu rol de legare a anionilor organici, şi denumite ligandine, şi prin 
glicuronoconjugare (vezi fig. 5.2). 

Procesul de glicuronoconjugare a bilirubinei este catalizat de biliru- 
bin-glicuroniltransferaza localizată la nivelul microsomilor hepatici. Aci- 
dul glicuronic provine din nucleotidul uridindifosfat-acid glicuronic 
(UDPGA) care, la rîndul său, este format prin dehidrogenarea uridindi- 
fosfatglucozei (UDPG). Conform acestor detalii biochimice denumirea 
științifică a enzimei care asigură glicuronoconjugarea bilirubinei ar fi 
bilirubinuridindifosfatglicuroniltrasferaza (UDPGT). 


UDPG + 2NAD 


Bree) ai CON M v 
UDPG dehidrogenazá UDPGA + 2NADH + 2H 


2 UDPGA 4- Bilirubină ————-_———~- bilirubindiglicuronid + 2UDP 


_ glicuroniltransferazá 
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Fig. 5.2. Reprezentare schematicá a proceselor de captare in hepa- 
tocite a bilirubinei neconjugate, de glicuronoconjugare a acesteia si 
de excretie activă a bilirubindiglicuronidului in canaliculele biliare ; 
Bil-Alb — Bilirubiná neconjugată fixată pe albuminá ; Bil-Conj — 


bilirubină conjugată; Bil-Glic-Transf. — sistemul enzimatic de 
glicuronoconjugare a bilirubinei; TA — sistem de transport activ 


a bilirubinei conjugate din hepatocite in canaliculele biliare (c.b.). 1 
Aproximativ 859%, din bilirubina conjugată si eliminată prin bilă se gá- 
. seste sub formă de diglicuronid si doar 25%/ sub forma de monoglicu- 
ronid. Prin cresterea grupárilor polare, ca urmare a glicuronoconjugării, 
bilirubina devine hidrosolubilă și este astfel excretată în bilă. 

Se ştie astăzi că excretia bilirubinei este asigurată de un mecanism 
de transport canalicular energodependent şi saturabil care poate fi de- 
păşit atunci cînd aportul de pigment spre sistemul de excretie este ex- 
cesiv. Ca si în privinţa procesului de captare, excretia bilirubinei intra 
în competiţie cu BSP si cu verdele de indocianină dar nu si cu acizii bi- 
lari. Este, de asemeni, evident că îndepărtarea bilirubinei excretate în 
canaliculele biliare depinde de un flux biliar apos adecvat. De notat că, 
spre deosebire de procesul de glicuronoconjugare, cel de excretie al bi- 
lirubinei conjugate este rapid afectat de suferinţa hepatocitelor (4, 16).. 


V.1.3. TRANSFORMĂRILE SUFERITE DE BILIRUBINĂ ÎN. 
INTESTIN. UROBILINOGENII | 


Bilirubina glicuronoconjugatá revársatá cu bila in intestin nu este 
reabsorbitá de mucoasa intestinalá astfel incit, spre deosebire de cazul 
acizilor biliari, nu se poate vorbi de un circuit enterohepatic al biliru- 
binei. La nivelul colonului are insá loc un proces de hidrolizá a bili- 
rubindiglicuronidului sub actiunea unei glicuronidaze bacteriene, iar 
bilirubina eliberatà suferá un proces de reducere dind nastere la o 
serie de compusi tetrapirolici incolori care poartá denumirea colectivá 
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Pig. 3.3. Comportarea diferită a pigmentilor biliari (A) sia acizilor biliari (B) in tractul digestiv. 

în timp ce pigmentii biliari constituie un degen care se eliminá prin fecale sub formă de sterco- 

bilină, acizii biliari reprezintă un capital preţios care se reabsoarbe aproape integral in cadrul 

circulației enterohepatice. Se poate vedea că cea mai mare parte a acizilor biliari secretafi în 
bilă provin din reabsorbfia intestinală activă la nivelul ileonului. Detalii în text. 


de urobilinogeni (stercobilinogeni). O fracțiune din acești urobilinogeni 'se 
reabsoarbe la nivelul colonului si pătrunde în circulaţia portală, dar, 
ajunsă la ficat, este rapid captată de hepatocite si excretată în bilă prin- 
tr-un proces activ energodependent. Doar mici cantităţi de urobilinogeni 
(0—4 mg/94h) scapă în vena suprahepaticá sau ajung in circulaţie prin 
plexurile venoase hemoroidale si apar astfel în urină. Acest urobilinogen 
urinar excretat în mod normal este însă sub limita posibilităţilor de 
detectare cu metodele de rutină utilizate în laboratorul clinic (reactiv 
Ehrlich). Cea mai mare parte a urobilinogenilor din intestin este oxidată 
spre stercobiliná si se eliminá prin fecale, cărora le conferă culoare ` 
brună (fig. 5.3). ! : 
Cantitatea totalá de urobilinogeni si stercobiliná eliminatá prin fe- 
cale în decurs de 24 de ore oscilează, la subiecţii normali, intre 50 si 
280 mg si corespunde, in mare másurá, cu eliminárile de bilirubina in 
bilă. Este evident însă cá in caz de tranzit intestinal accelerat sau în 
urma distrugerii florei microbiene printr-un tratament sustinut cu anti- 
biotice formarea de urobilinogeni din bilirubiná este mult limitatá. Pe 
de altá parte, in caz de populare microbianá a intestinului subtire sau: 
în caz de stagnare a conţinutului intestinal se creează condiţii pentru o 
producţie accelerată de urobilinogeni și de absorbţie crescută a acestora, 
care se elimină apoi prin urină în cantităţi sporite. Principalele cauze ale 
urobilinogenuriei sînt însă reprezentate de hiperproducfia de bilirubiná 
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in cursul icterelor hemolitice si de leziunile hepatocelulare care limiteaza 
procesul de captare si eliminare prin bilă a urobilinogenilor absorbiti din 
intestin. Observatii clinice au arátat cá valorile maxime ale urobilinoge- 
nului urinar se depisteazá intre orele 14 si 16, probabil datorita faptului 
că după masa de prînz se ajunge la concentraţia cea mai ridicată de bilă 
în intestin. De notat că eliminarea urinară a urobilinogenului se face 
atît prin filtrare glomerulará cit si prin secreție tubulará. În consecinţă, 
urobilinogenuria depinde nu numai de cantitatea de urobilinogen absor- 
bitá din intestin si de gradul de alterare a funcţiei. hepatice dar si de 
integritatea funcţiilor rinichilor (9, 16). 


V.14. METODE DE EXPLORARE A METABOLISMULUI 
| —— BILIRUBINEL - 


Încă de la începutul acestui secol, van der Bergh si colab. au observat 
cà in serul bolnavilor icterici, bilirubina. se poate afla sub douá forme: 
una care reactioneazá direct si imediat cu reactivul diazo (acid sulfanilic 
si nitrit de sodiu), iar alta care dezvoltá reactia de culoare doar dupa 
adăugarea de alcool. Prima formă, denumită bilirubină directă, era 
crescută în serul bolnavilor cu ictere mecanice, pe cînd cea de a doua, de- 
numită bilirubină indirectă, creştea în cerul bo.navilor cu icter hemolitic. 
Ulterior, s-a demonstrat că bilirubina directă este de fapt forma glicuro- 
noconjugata a bilirubinei, pe cînd cea indirectă este. o bilirubiná neconju- 
gata. Metodele cromatografice au fost în măsură să diferentieze nu nu- 
mai bilirubina neconjugată de cea conjugată dar au evidențiat și existen- 
ta de bilirubină conjugată cu o singură moleculă de acid glicuronic (mo- 
noglicuronid) sau cu două molecule (diglicuronid). Determinarta diferen- 
tiatá a monoglicuronidului față de diglicuronid are importanţă mai ales 
în cazul unor anomalii genetice ale procesului de glicuronoconjugare (vezi 
pag. 269), iar în practica curentă se recurge la determinări de bilirubină 
directă si indirectă cu ajutorul reacției diazo. Astfel, bilirubina glicuro- 
noconjugatá, care este hidrosolubilă, reacţionează prompt cu acidul sul- 
fanilic diazotat formînd un complex colorat, azobilirubina, care la pH 
alcalin este albastru, iar în mediu acid sau neutru este roşu. Bilirubina 
neconjugatá care nu este solubilă în apă reacţionează cu reactivul diazo. 
doar după o probabilă tratare a serului cu alcool etilic sau metilic sau în 
prezența a diverşi acceleratori de reacţie (cofeină, benzoat de sodiu, sa- 
licilat, antipirină, piridină, acetamidă etc.). În astfel de condiţii, reacția 
de culoare este dată atît de bilirubina directă (conjugată) cit si de cea 
indirectă (neconjugată), iar valoarea obţinută constituie o măsură a bili- 
rubinei totale. Valoarea bilirubinei indirecte (neconjugate) se obţine din 
diferenţa între bilirubina totală si cea directa. ` mig , 

La subiectii normali, nivelul bilirubinemiei totale se situeazá intre 
0,3—1 mg/dl (5,1—17 umoli/l), iar bilirubina directă reprezintă, de regula, 
mai putin de 10%% din bilirubina totală si în orice caz nu depășește 
0,2 mg/dl (3.4 umoli/l). ag Ten : | 

Studii cromatografice recente au arătat însă că, de fapt, bilirubina 
conjugată se află în serul normal în cantități mai mici de 4% din biliru- 
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bina totalá, iar reactia directa obtinutá cu astfel de seruri este de fapt- 
un artefact cauzat de citirea intirziatá a extinctiei (reactia directa. intir- 

ziata) sau de prezenta in ser a unor acceleratori de reactie. Datorita unor 

particularităţi ale metabolismului bilirubinei la nou-născut (vezi pag. 260), : 
bilirubina totalá poate ajunge, in perioada neonatalá, pina la valori de 

5 mg/dl (85 umoli/l) iar la prematuri poate depăşi 8 mg/dl (136 umoli/l). 

Atunci cind nivelul plasmatic al bilirubinei depáseste 9—-2,5 mg/dl (34— 

42,5 umoli/l) apare coloratia ictericá a tegumentelor. 


La electroforeza pe hirtie a serurilor icterice se constată prezenţa 
unei coloratii galbene la nivelul frontului de migrare al albuminelor, in- 
diferent dacă icterul a fost hemolitic (bilirubină neconjugata) sau meca- 
nic (cu predominanta bilirubinei conjugate). Rezultă deci că ambele tipuri 
de bilirubină se fixează pe albuminele serice. Stabilitatea legăturii dintre 
albumină şi pigment este însă mult mai redusă în cazul bilirubinei glicu- 
ronoconjugate care este hidrosolubilă si dializabilă. De altfel, aproximativ 
50% din această bilirubiná glicuronoconjugată nu se fixează deloc pe al- 
bumina. Din acest motiv, o anumită fracțiune a bilirubinei conjugate din 
ser se elimină pe cale renală printr-un proces de filtrare glomerulara.. 
Sărurile biliare, care cresc împreună cu bilirubina conjugată în cursul 
icterelor colestatice, accentuează dializabilitatea acesteia și implicit ex- 
cretia ei prin urină. Există, de asemenea, indicii după care alcaloza ar: 
accentua eliminárile urinare de bilirubină conjugată, in timp ce acidoza 
provoacă descresterea lor. O explicaţie posibilă a fenomenului descris este 
dată de caracterul anionic al bilirubinei care se fixează pe grupările ba-. 
zice ale albuminei. Acidoza favorizează disocierea acestor grupări bazice 
și contribuie astfel la o mai strînsă legare a bilirubinei de albumină (9). 

Pentru diagnosticul de laborator este important de a se preciza că 
depistarea de pigmenti (respectiv. bilirubină) în urină denotă întotdeauna 
o creştere a bilirubinei glicuronoconjugate în ser. Tot examenul de urină 
orientează asupra modificărilor suferite de bilirubină în intestin, respec- 
tiv asupra producţiei de urobilinogeni si a modului în care ficatul asi- 
gură captarea, si îndepărtarea urobilinogenilor absorbiți (vezi pag. 257). 


Prin injectarea intravenoasă de bilirubină neconjugată marcată și urmărirea timpului 
de înjumătățire biologică a radioactivităţii în plasmă se pot obține date cu privire la cinetica: 
metabolismului bilirubinci. S-a putut astfel calcula că, la normali, procesul de clearance al bi- 
lirubinei este de 0,5—1 ml/min/kg. Inmultind această valoare cu concentrafia plasmaticá a 
bilirubinei (mg/ml) se obtin date privind viteza de reimprospátare (turnover) a pigmentului. La 
subiectii normali, valorile medii ale procesului de turnover sint de 3—3,9 mg/kg/zi. Intrucit 
aceste valori corespund in mare cu producția de bilirubiná, se poate deduce cá un subiect normal 
de 70 kg produce zilnic aproximativ 200—250 mg bilirubiná (4). 

Relatia dintre concentrafia plasmaticá de bilirubind neconjugata (BR), procesul de tur- 
over al acesteia (BRT) şi procesul de clearance (CIBR) poate fi exprimatá prin: : 


BR ~ BRT/CIBR 


Rezultá deci cá nivelul plasmatic al bilirubinei neconjugate creşte in caz de accelerare a 
producției sau in condiţiile unui clearance deficitar. Datele experimentale aratá insá cá in pre- 
zenta unui clearance normal, accelerarea producfiei de bilirubin’ se însoţeşte de creşteri relativ 
moderate ale concentrației de bilirubin’ in ser, pe cind deficitul de clearance are drept urmare 
o crestere mult mai accentuatá a bilirubinei neconjugate. Se poate astfel explica de ce, in cazul 
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unei hemolize cronice în care producția de bilirubin’ poate crește la 40 mg/kg/zi, nivelul biliru- 
binemiei depăşeşte rareori 4 mg/dl (vezi pag.263), pe cînd în deficitele de captare si glicuro- 
noconjugare a bilirubinei, respectiv in,cazul unui clearance defectuos, concentratia bilirubinei 
neconjugate crește mult chiar si in absența unei hemolize si implicit a unei hiperproductii de 
pigment (vezi pag. 269). f 

Dat fiind cš cea mai mare parte a bilirubinei provine din hemoliza hematiilor imbitrinite, 
s-a incercat calcularea indirectá a valorii de clearance a bilirubinei pe baza determinšrii timpu- 
lui de înjumătățire a eritrocitelor marcate cu *!Cr, obfinindu-se rezultate comparabile cu cele 
gásite prin injectarea de bilirubiná marcatá (4). 


V.1.5. PARTICULARITATI ALE METABOLISMULUI BILIRUBINEI 
LA NOU-NĂSCUT. HIPERBILIRUBINEMIA NEONATALA 


Bilirubinemia neconjugatà formata in macrofagele organismului fe- 
tal din hemoproteinele degradate se eliminá prin transfer placentar de la 
fat la mamá. Acest proces este favorizat de concentratia relativ mai sca- 
zuta a albuminelor serice in singele fetal. Ca urmare, bilirubina tinde sa 
treacă spre circulaţia maternă mai bogată in albumine capabile sá o fixeze 
și să o transporte spre ficat, unde are loc eliminarea. Acest transfer pla- 
centar de bilirubină are o importanţă esenţială în procesul de depurare 
a sîngelui fetal, deoarece la făt mecanismele implicate în captarea, glicu- 
ronoconjugarea şi excretia bilirubinei sînt încă inadecvate necesităților. 
Deficitele semnalate sint în măsură să explice așa-zisul „icter fiziologic al 
noului născut“ care survine atunci cînd transferul placentar de biliru- 
bină a fost brusc întrerupt. De fapt, concentraţia bilirubinei. neconjugate 
poate ajunge, în primele 24 de ore de la naștere, la valori de 4—5 mg/dl 
si, uneori, continuă să crească în următoarele 3—4 zile pînă la valori de 
10 mg/dl (170 umoli/1). Mecanismele care asigură procesul de clearance 
al bilirubinei se matureaza apoi destul de rapid, astfel incit, la aproxima- 
tiv o luna de la nastere, bilirubinemia este doar cu putin deasupra limitei 
superioare a normalului. La noul náscut prematur, hiperbilirubinemia 
neonatalá este mai accentuatá si mai prelungitá. In astfel de cazuri, este 
recomandabil ca nivelul bilirubinemiei sa fie explorat zilnic, avindu-se 
in vedere.cá o crestere a bilirubinei neconjugate la valori de peste 
20 mg/dl (340 pmoli/l) implică riscul producerii de leziuni ireversibile la 
nivelul sistemului nervos central, interesind mai ales nucleii cenusii de 
la baza creierului (icter nuclear). Pericolul icterului nuclear este deosebit 
de mare in cazurile de hemolizá brutalá cauzatá de o incompatibilitate de 
Rh (eritroblastoza fetalá) si insotita de cresteri excesive ale bilirubine- 
miei. | 


Cresteri destul de exprimate si mai ales prelungite ale nivelului seric 
de bilirubinà neconjugata se pot intilni la noul nàscut si in lipsa unei he- 
molize patologice. In unele cazuri, activitatea bilirubinglicuroniltransfe- 
razei este inhibatá de un steroid (pregnan-38-20a-diol) prezent în laptele 
matern. Acest ,icter la laptele de mama" cedeazá prompt la introducerea 
alimentatiei artificiale sau prin schimbarea sursei laptelui de mamá. 
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Efectele inhibitorii asupra glicuroniltransferazei s-au descris si in 
urma.administrárilor de cleramfenicol, novobiocină sau a dozelor mari de 
vitamina K. E i ER 

Hipotiroidismul face ca icterul neonatal sá se prelungeascá timp de 
sáptámini sau chiar luni. De altfel, o astfel de prelungire a icterului neo- 
natal poate atrage atentia asupra unei insuficiente tiroidiene a copilului. 

Hiperbilirubinemiile excesive (peste 20 mg/dl) si implicit pericolul ic- 
terului nuclear survin însă doar in caz de hemolizá excesivă prin incom- 
patibilitatea de Rh sau la imaturi si cu atît mai mult la imaturii la care 
a survenit o hemolizá prin mecanisme de incompatibilitate. Actiunea 
toxicá a concentratiilor excesiv de crescute ale bilirubinei neconjugate 
este potentatá de o permeabilitate crescutá a barierei hematoencefalice, 
de hipoxie si de o hipoalbuminemie precum si de diversi anioni organici 
(sulfamide, salicilati, acizi gragi liberi) care pot disloca pigmentul fixat 
pe albumina serică. Se stie, de asemenea, că antibioticul novobiocină . 
poate agrava hiperbilirubinemia nou-născuţilor, inhibind glicuroniltrans- 
feraza. Pe de altă parte, există observaţii care atestă că, administrin- 
du-se mamei în cursul travaliului fenobarbital, un binecunoscut inductor 
de enzime, se stimulează sinteza de glicuroniltransferazá si în ficatul 
fetal, ceea ce duce la diminuarea intensității icterului la noul născut. 


Dat fiind riscul de apariție a leziunilor nervoase în cazurile de hiper- 
bilirubinemii excesive (> 20 mg/dl) ale nou-născutului, se recomandă 
exsanguinotransfuzii, combinate eventual cu infuzii intravenoase de albu- 
mină umană care, fixînd bilirubina, o retin în interiorul vaselor. Intrucit, 
asa cum s-a mai arátat (vezi pag. 253), expunerea la lumina favorizeazá 
transformarea bilirubinei in izomeri care pot fi eliminati chiar si sub 
formă neconjugată, acest procedeu a fost încercat cu oarecare succes in 
astfel de cazuri (24). | E 


V.2. SINDROMUL ICTERIC 


Icterul poate fi definit ca fiind o colorare anormală gălbuie a pielii 
si scleroticelor cauzată de o acumulare de pigmenţi biliari. De regulă, co- 
loratia icterică apare mai rapid și mai intens la nivelul scleroticelor da- 
torită bogăției acestui țesut în elastină care prezintă o afinitate deosebită 
pentru bilirubină. De notat că o coloratie galbenă a tegumentelor dar nu 
si a scleroticelor poate surveni în caz de carotinemie consecutivă unui 
consum exagerat de morcovi sau de dovleac galben. Se consideră că ic- 
terul devine vizibil atunci cînd bilirubinemia depășește 2—2,5 mg/dl 
(34—42,5 umoli/1). De fapt, corelatia între bilirubinemie si intensitatea ic- 
terului nu este prea strictă. Așa de exemplu, creșterea bilirubinei conju- 
gate produce un icter mai intens decît o aceeași concentraţie serică de 
bilirubină neconjugată. Fenomenul se poate explica prin aceea că biliru- 
bina conjugată, hidrosolubilă și mai labil fixată pe albumină, difuzează 
cu mai mare ușurință în lichidul interstitial (dar nu și în celule) si se 
fixează pe fibrele elastice din piele zi sclerotice. Această fixare este in 
măsură să explice si persistenta coloratiei icterice si după ce nivelul Li- 
lirubinemiei a revenit spre normal, în cursul procesului de vindecare. 
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In caz de icter mecanic deosebit de intens, fluidele oculare pot deveni 
încărcate cu bilirubin’ conjugată astfel inc t bolnavul icteric vede totul 
într-o nuanţă galbenă (xantopsic) Mai frecvent, în astfel de cazuri se 
ajunge la pismentarea sudoarei, urinii, laptelui și lichidului spermatic. 
Atunci cînd icterul mecanic are o evoluţie prelungită, şi în special în ca- 
zurile de obstructie totală a coledocului printr-un proces malign, colora- 
tia tegumentelor - de deveni verzuie, din cauza oxidarii bilirubinei spre 
biliverdinà (9, 16, 18, 24). | 


Pe de altà parte, im cursul unei anemii Hetdofi ies: cresterea, d regulà 
putin exprimata, a bilirubinei Trece use duce la aparitia unui icter care 
survine adeseori pe fondul ungi palori a tegumentelor. 


Conform celor arátate cu privire la metabolismul bilirubinei, me- 
canismele care duc la apariția. sindromului icterie ar putea fi reprezen- 
tate de: o producţie excesivă de bilirubină, cauzată de o hemoliză. (even- 
tual hemoliză intramedulara); un defect de captare a bilirubinei necon- 
jugate de către hepatocite; un deficit de glicuronoconjugare; o perturbare 
a procesului de excretie activa.a bilirubinei conjugate in canaliculele bi- 
liare; o reducere a fluxului biliar apos în căile biliare intrahepatice; o 
| obstructie a cailor biliare extrahepatice. Interventia primelor trei meca- 
nisme duce la acumularea de bilirubiná neconjugată in timp ce mecanis- 
mele 4, 5. si 6 sînt incriminate în creșterea bilirubinei conjugate. Această 
bilirubinà conjugata necliminata regurgiteaza sau difuzează din canalicu- 
lele biliare în sînge. 


O clasificare patogenetică ideală a icterelor ar trebui bazată pe cele 
şase mecanisme menţionate mai sus. Practica clinică arată însă ca, de cele 
mai multe ori, aceste mecanisme sînt intricate. Aşa de exemplu, în afec- 
tiunile hepatice (hepatite si ciroze) se asociază defecte de captare, conju- 
gare si mai ales anomalii în procesele de excr "He si formare a fluxului 
biliar apos la care se adaugă fenomene de regurgitare cauzate de o alte- 
rare a cordoanelor de hepatocite. In unele cazuri de hepatita cronicá sau 
de cirozá se detecteazá chiar si o componentá hemoliticá. 

Pe de altă parte, obstructiile prelungite ale căilor biliare produc cu 
timpul o suferință a hepatocitelor care se repercuta într-o oarecare mă- 
sură si asupra proceselor de captare si glicuronoconjugare. | 

Un exemplu deosebit de ilustrativ cu privire la intricarea mecanis- 
melor patogenetice, care duc la cresterea bilirubinemiei, este furnizat de 
icterul postoperator. De fapt, adeseori după o intervenţie chirurgicală 
majoră (mai ales chirurgie cardiacă sau suturári ale unor anevrisme 
rupte) se ajunge la icter atit ca urmare a unei hiperproductii de biliru- 
bina, rezultată prin hemoliza singelui conservat administrat în mari can- 
titáti sau a celui resorbit din hematoame, cît si din cauza unei alterări 2 
funcţiei hepatice: survenite în urma anesteziei, hipotensiunii, a gocuiut 
operator sau a unor eventuale stări septice. În cursul intervențiilor pe . 
căile biliare, se poate adăuga lezarea coledocului. 

Avindu-se în vedere dificultăţile intimpinate în clasificarea etiopa- 
togenică a icterelor se recurge la o veche clasificare clinică în ictere hemo- 
litice, ictere hepatocelulare și ictere prin colestază. La aceste tipuri de ic- 
ter se mai adaugă hiperbilirubinemiile - cauzate prin defecte cu caracter 
een in metabolismul bilirubinei: i i 
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V.2.1. ICTERELE HEMOLITICE 


Accelerarea degradarii hemului din hematiile lansate : in circulatie sau 
din elementele intramedulare ale eritronului duce la o producţie crescută 
de bilirubiná care poate depási capacitatea ficatului de a capta, glicuro- 
noconjuga si elimina prin bilă pigmentul. Dacă viteza de distrugere a 
eritrocitelor depáseste abilitatea máduvei de a produce noi elemente, apare 
anemia hemoliticá. De precizat cá, in caz de stimulare maximala a unei 
maduve osoase normale, productia de eritrocite poate sa creasca de 6—8 
ori. Există așadar posibilitatea ca durata de viata a hematiilor să scadă 
de la 120 zile la 20 zile iar cantitatea de hemoglobină degradată zilnic sá 
crească de la 6,7 g la 40 g fără să apară anemia. Se vorbeşte, in astfel de 
cazuri, de stári hemolitice compensate, cind subiectul este mai mult ic- 
teric decit anemic. De altfel, nivelul de crestere al bilirubinei serice in ic- 
terele hemolitice depășește rareori concentraţia de 2—-3 mg/dl, chiar 
atunci cînd producţia de bilirubiná crește de la :valorile normale de 
200—250 mg/zi la 1500 mg/zi. Aceasta se datorește marii capacităţi a fi- 
catului de a depura bilirubina neconjugatá. Din motivul amintit, cresteri 
ale bilirubinemiei indirecte la valori de peste 5 mg/dl,.la un bolnav cu. 
icter hemolitic, sugereazá interventia aditionalá a unei disfunctii hepatice. 
Asa de exemplu, valorile extrem de ridicate ale bilirubinemiei neconju- 
gate din icterul cauzat de o incompatibilitate de Rh la un nou-nascut se 
datoresc nu numai hemolizei ci si imaturitatii mecanismelor E in 
procesele de clearance ale bilirubinei (vezi pag. 260). 


Intrucit in cursul icterelor hemolitice creste doar bilirubina necon- 
jugata, urina este lipsită de pigmenti biliari (icter acoluric). În schimb, 
eliminarea excesivă de bilirubină în intestin se însoțește de producerea: 
unor mari cantități de stercobilinogen si, respectiv, stercobilină, astfel 
încît materiile fecale devin hipercolorate, iar TE A urinar se po- 
zitivează (18, 24). 

Aspectele umorale realizate de icterele hemolitice depind în mare 
măsură și de viteza hemolizei. Aşa de exemplu, în cazul hemolizelor intra- 
vasculare brutale se poate depăși marea capacitate a macrofagelor de a 
transforma hemoglobina in bilirubină, astfel încît se poate ajunge la cres- 
teri trecătoare ale hemoglobinei în plasmă si la hemoglobinurie. In orga- 
nism, s-au dezvoltat însă o serie de mecanisme care limitează efectul no- 
civ al hemoglobinuriei si, respectiv, precipitarea hemoglobinei in tubii re- 

nali, iar pe de altă parte, astfel de mecanisme Mc pierderea fierului pe 
cale. urinara. 

Asa de exemplu, hemoglobina eliberatá in plasma se combina rapid 
cu unele glicoproteine serice denumite haptoglobine, complexele formate 
fiind apoi captate in macrofage si metabolizate, rezultind, intre altele, d 
bilirubiná. . 


Dacă se depáseste capacitatea de combinare a haptoglobinei, o parte 
din hemoglobina ajunsá in plasmá poate forma si hem oxidat (methem) 
desprins de pe globină, iar methemul se combină cu hemopexina, o Du glo- 
buliná de 90.000 daltoni, produsa de ficat si aflatá in plasma in concen- 
tratii de 50—100 mg/dl. La ríndul lor, complexele methem hemopexină 
sînt apoi rapid captate si metabolizate în ficat. . 
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Tabelul 5.1 


Clastílcarea etlopatogenicá a stărilor hemolitice evoluind cu sau fürá anemie si eu icter 
de intensitate variabilă. Stările hemolitice cu caracter familial se datorese de cele mal multe 
ori unu! defect intrinsec al eritroecitulul (cauzo corpusculare), pe eInd cele dobindite se da- 
torese unor unomulii extrinseci acflonínd asupra unor eritroclte ew structură normală (cauze 
extracorpusculare). Dupa Wintrobe ( 26) eu unele  moditIcárt. l 


I. Moştenite (corpusculare) ' .| II. Cistigate (extracorpusculare) ; 
A. Defecte în membrana eritrocitului (| A. Tmunohemolitice 
(Sferocitoza ereditará, eliptocitozá eredi- (transfuzii incompatibile, incompatibi- 
tari, abetalipoproteinemie, deficit de ` litate de Rh, .anticorpi la cald, anti- 
lecitincolesterol aciltransferazá, defecte .| . corpi la rece.) | Kë 
de transfer a fosfolipidelor) | B. Prin microtraumatizarea — eritrocitelor 
D. Deficite ín enzimele cu rol in meta- - $i microinfarcte (proteze valvulare si 
bolismul hidrafilor de carbon (piruvat- . vasculare, purpură tromboticá trom- 
kinazá, glucozo-6-fosfat dehidrogenazá, bocitopenică, ` coagulare intravasculará 
` aldolazá, fosfofructokinazá, hexokinazá, diseminatá) 
2—3 difosfogliceromutază) C. Prin actiunea agentilor echo (pro- 


C. Alte deficite enzimatice (glutation re- - |.  tozoare, bacterii) 
ductazá, glutation :peroxidazá, ATP- D. Prin agenţi fizici st HONOR (hiper- 


azá, adenilkinazi) ` f .. termie, modificári de pH, sulfamide, 
D. Defecte in structura $i sinteza globinei PAS, aniliná, nitrobenzen etc.) 
(falasemiile, hemoglobinele patologice) 


Cind in urma unei hemolize intravasculare brutale rezultá mari can- 
titáti de methem, ce depăşesc capacitatea de fixare a hemopexinei, 
methemul se leagá de albumina, formind methemalbumina (ferihemalbu- 
mina), care imprimá plasmei o culoare bruná. Pe másurá insá ce se produc 
noi cantităţi de hemopexina, methemalbumina cedează hemul hemopexi- 
nei si astfel procesul de indepártare a complexelor. Ge Ee 
se restabileste, rezultind noi cantitáti de bilirubiná. j 


Clasificarea icterelor si respectiv a anemiilor hemolitice se poate face 
pe criterii de evoluţie clinică în acute si cronice, pe baza locului unde are 
loc hemoliza, respectiv. intravascular sau extravascular, sau pe criterii 
etiopatogenctice (vezi tabel 5.1). Pentru detalii se recomandă consultarea 
tratatelor de hematologie (26). 


Diagnosticul de laborator al icterelor hemolitice se bazează pe trei 
categorii de modificări: modificări date de distrugerea exagerată a hema- 
tiilor; modificări date de răspunsul compensator al măduvei osoasa; mo- 
dificări specifice anumitor tipuri de anemii hemolitice. 

Distrugerea în ritm rapid a globulelor roșii se poate măsura fie di- 
rect prin constatarea unei reduceri a duratei de viață a hema- 
tiilor marcate cu ?!Cr, fie indirect prin detectarea unei creşteri a produ- 
silor de degradare a hemului, respectiv creşterea producţiei de bilirubină 
şi de stercobilinogen. Reamintim că o creştere a producţiei de bilirubină 
nu se însoţeşte întotdeauna de o creştere corespunzătoare a nivelului seric 
de bilirubină astfel încît, în aproximativ 25% din cazurile cu sferocitozá 
ereditară si în aproape 40°/ din cazurile de anemie imunologică, nivelul 
bilirubinemiei nu depăşeşte 1 mg/dl, iar în restul cazurilor nu se ridică, 
de regulă, peste 2—3 mg/dl. Un alt indicator al hemolizei este dat de 
creşterea activităţii serice a lacticodehidrogenazei (LDH). ` 
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De notat însă că, in anemiile hemolitice, nivelul LDH depăşeşte ra- 
reori 600 U/l si nu atinge valorile extrem de ridicate. întilnite in ane- 
miile de tip megaloblastic, cînd hemoliza intramedulară afectează mai ales 
elementele imature ale eritronuiui. Există indicii că, prin hemoliza eritro- 
citelor adulte, in anemiile hemolitice, creşte mai ales izoenzima LDH», pe 
cînd în anemiile megaloblastice creşterea interesează cu predominanta izo- 
enzima LDH,. Ca semne indirecte ale hemolizei intravasculare se consi- 
deră scăderea haptoglobinelor serice şi creşterea eliminărilor urinare de 
fier (9, 26). f | | 

Semne de accelerare compensatorie a eritropoiezei se bazează, in 
primul rînd, pe constatarea unei creșteri marcate a reticulocitelor în sin- 
gele periferic. De notat că, în unele cazuri de anemii imunohemolitice, în 
care conflictul imun afectează elementele tinere ale eritronului din mă- 
duvă, reticulocitoza poate lipsi. Pe de altă parte, în condițiile unei stimu- 
lări deosebit de intense a măduvei la noul născut cu icter hemolitic se 
poate ajunge la apariţia de eritroblasti în sîngele periferic. 

De multe ori, hemoliza stimulează nu numai eritropoieza dar si pro- 
ductia de leucocite si de plăcuțe sanguine a căror număr crește în sîngele 
periferic. Există însă și stări hemolitice asociate cu leucopenie si trombo- 
citopenie. O astfel de situație se poate întilni în hemoglobinuria paroxis- 
tică nocturnă, în. anemiile hemolitice insotind un lupus sistemic disemi- 
nat si în unele forme de anemii autoimune. 

“Investigarea frotiurilor, obţinute prin punctie medulară, poate fur- 
niza indicaţii suplimentare. De regulă, aspectul este acela al unei hiper- 
plazii -eritroide, dar în cazul unei carente secundare de acid folic se poate 
ajunge la apariţia de elemente macrocitare sau chiar megaloblastice. În 
astfel de cazuri creşterea nivelului seric al LDH este deosebit de ex- 
primată. | | 

Explorarea ferocineticii evidenţiază o accelerare marcată a transpor- 
tului plasmatic al fierului şi o încorporare rapidă a 59Fe în eritrocite. 

Modificárile specifice anumitor tipuri de anemii permit stabilirea 
diagnosticului etiopatogenic diferential. Asa de exemplu, simpla exami- 
nare a unui frotiu din singele periferic poate depista prezenta de sfc- 
rocite, celule in secerá, schistocite, precum si eventuala infestare cu pro- 
tozoare. 

Detectarea unei fragilitáti osmotice (rezistentá globulara scazuta) este o 
caracteristicá a sferocitozei, pe cind cresterea rezistentei globulare su- 
gereazá o talasemie. Ë 

Examinári imunologice (test Coombs, anticorpi la rece) pot preciza 
natura imunohemoliticá, iar determinárile de enzime eritrocitare sau de 
hemoglobine patologice, efectuate in laboratoare specializate, sint necesare 
pentru diagnosticul unor anemii hemolitice mostenite (26). 


V.2.2. ICTERELE COLESTATICE 


Colestaza reprezintà o perturbare a mecanismelor care asigurá curge- 
rea bilei si poate surveni incepind de la polul biliar al hepatocitelor si 
piná la sfincterul lui Oddi. Este important de precizat cá, aláturi de in- 
gustarea sau obstructia mecanicá a cáilor biliare extrahepatice, colestaza 
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poate avea cauze intrahepatice și are uneori un caracter predominant 
functional: Întrucît formarea fluxului biliar apos depinde in mare măsură 
de metabolismul acizilor 'biliari, mecanismele care duc la colestazá intra- 
hepatica vor fi mai bine intelese dupa 'expunerea datelor referitoare la 
Fiochimia acestor detergenti biologici. Amintim însă cá, in timp ce hive- 


lul seric al acizilor biliari crește in toate cazurile de colestazá, creşterea - 


bilirubinemiei poate lipsi in fazele initiale ale colestazei intrahepatice, hi- 
perbilirubinemia devenind evidentă pe măsură ce colestaza se agravează. 

Întrucît în cursul colestazei avansate se produce o.retentie de biliru- 
bina conjugată, serul. bolnavului dă o -reacție diazo direct pozitivă, iar 
urina este intens colurică, conținînd mari cantităţi de pigmenți biliari. Asa 


cum s-a arătat, nivelul bilirubinei conjugate este variabil, fiind de multe 


ori normal în forme usoare de colestază intrahepatică dar putînd ajunge 


la valori deosebit de ridicate în formele severe și mai ales in obstrucţiiley 


ledoc, bilirubinemia ajunge la 3—10 mg/dl, pe cînd în procesele: neoplazice 
ale regiunii ampulei lui Vater bilirubina creşte progresiv pînă la valori de 
15—30 mg/dl. Fiind difuzibilă, bilirubina conjugată trece în. lichidul in- 
terstitial, se fixeazá pe fibrele elastice si are tendința de a se oxida spre 


biliverdină astfel încît, după o evoluţie prelungită, ictérul capătă o nuanță 


verzuie. 


- Este evident că în caz de obstructie totală a fluxului biliar, aşa cum’ 


survine în caz de neoplasm de cap de pancreas, bilirubina nu mai ajunge 
în intenstin şi ca urmare nu se formează stercobilinogen şi, respectiv, 
stercobilină. Din acest motiv, materiile fecale devin decolorate iar uro- 
bilinogenul nu poate fi detectat în urină. În alte forme de colestază, în 


care obstructia nu este totală sau are un caracter intermitent (ca de. 


iar în urină urobilinogenul este adeseori detectabil. - | 
Natura colestaticá a unui icter se vádeste si prin cresterea mar- 
cata a asa-ziselor enzime :indicatoare ale colestazei (fosfataza 'alcaliná, 


exemplu ín caz de calcul.coledocian), culoarea scaunului este variabilá, 


Y-glutamiltransferaza, leucinaminopeptidaza, 5-nucleotidaza). Transami- 
nazele pot creste moderat (de regulá, sub 100 U/l) atunci cînd obstruc- 


tia căilor biliare se produce brusc (calcul în. coledoc şi colicàá biliará), 


pe cind in cazul unei stenozári lente (neoplasm de cap de pancreas),. 


transaminazele sint nemodificate. Pe de altă parte, o obstructie de lungá 
durată .altereazá progresiv parenchimul hepatic astfel încît, dupá 
2—3 luni, nivelul colinesterazei serice, un indicator al sintezei de pro- 
teine în ficat, poate scădea pina la valorile intilnite în cirozele hepatice 
decompensate (5, 16, 18, 25). De notat că, spre deosebire de colinesterază, 
o serie de factori ai coagulării prezintă valori crescute în plasma bol- 
navilor cu fenomene colestatice şi mai ales la cei cu colestază intrahe- 
patică (6). | 


O altă particularitate a icterelor colestatice și în special a celor 


cauzate de o obstructie totală este reprezentată de creşterea lipidelor 
serice si în special a fosfolipidelor și colesterolului liber care, nefiind 
eliminate prin bilă, ajung să formeze un complex lipoproteic specific 
colestazei și denumit lipoproteina X (vezi pag. 246). e J 


266 


„mecanice. Asa de exemplu, în icterul produs de un calcul inclavat in co- - 


` 


Atunci cind cresterea bilirubinei conjugate nu se insoteste de cres- 
teri ale acizilor biliari si ale enzimelor indicatoare ale colestazei, diag- 
nosticul de colestazá se infirmá, iar medicul: trebuie sá se orienteze 
spre o anomalie cu caracter genetic in procesul de eliminare a bilirubi- 
nei in canaliculele biliare (vezi pag. 271). 


V.2.3. ICTERELE HEPATOCELULARE 


Sindromul icteric poate apare intr-o mare varietate de boli hepa- 
tice ca de exemplu in hepatitele acute virale, in cursul puseelor evo- 
lutive ale 'unor hepatite .cronice, ín hepatopatiile alcoolice si in cirozele 
hepatice. Aproape intotdeauna aparitia icterului la un hepatic este un 
indiciu de gravitate. Se stie astăzi că leziunile. hepatice afecteazá mai 
ales eliminarea bilirubinei glicuronoconjugate si formarea fluxului bi- 
liar apos si doar in mai mica masura procesele de captare hepaticà si 
de glicuronoconjugare a pigmentului produs ín macrofage. La aceste 
mecanisme se. adaugă comprimarea canaliculelor biliare de către hepa- 
tocitele turgescente si a ducturilor biliare din spaţiile interlobulare de 
către edemul inflamator.: Totodată, ca urmare a necrozei unor hepa- 
tocite, se pot crea comunicări între capilarele sanguine şi canaliculele 
biliare. Modificarea arhitecturii hepatice, cauzată de alternarea procese- 
lor de necroză, scleroză si regenerarea nodulara, caracteristică cirozelor, 
creează, de asemenea, condiții, pentru regurgitarea bilei in capilarele 
sinusoide. "i 

.Ansamblul acestor mecanisme face ca, in ictercle hepatocelulare, sà 
creascá in singe atit bilirubina neconjugatá cit si cea conjugata, jar in 
másura in care creste nivelul acesteia din urmá se ajunge la poziti- 
varea pigmentilor biliari in urină. Datorită scăderii capacitátii functio- 
nale a hepatocitelor, urobilinogenul absorbit din intestin nu mai este 
captat si eliminat prin bila si astfel el apare in uriná. De notat insa cà, 
uncori, in cursul hepatitelor virale evoluind cu icter intens si pronun- 
tate fenomene de colestazá, curgerea bilei in intestin este aproape com- 
plet sistatá, scaunele devin palide iar urobilinogenul dispare din urina. 
Reaparitia urobilinogenului in urina unor astfel de bolnavi coincide cu 
reluarea fluxului biliar care readuce bilirubina in tractul digestiv $i in- 
dică o ameliorare a colestazei. Restabilirea funcţiilor hepatice duce 
la dispariţia din urină a pigmentilor (bilirubina) si a urobilinogenului. 

Precizarea- naturii hepatocelulare a unui icter este facilitată de 
pozitivarea testelor de laborator care indică lezarea celulelor hepatice. 
Aşa de exemplu, pentru hepatita acută pledează creşterea exprimată a 
aminotransferazelor, iar etiologia acestei afecțiuni poate fi precizată 
prin evidenţierea antigenilor virusali. 

Creşterea marcată a y-globulinelor asociată cu scăderea albumine- 
miei şi a colinesterazei serice la un bolnav icteric atrage atenţia asupra 
cirozei hepatice, iar acizii biliari, fosfataza alcalină si y-glutamiltransfe- 
raza cresc in másura in care se asociazá fenomenele de colestazá (16, 25). 

Testele utilizate in vederea diagnosticului diferential al icterelor 
. sint trecute in mod suceint in tabelul 5.2. 
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V.2.4. HIPERBILIRUBINEMII PRIN DEFECTE GENETICE IN 
METABOLISMUL BILIRUBINEI > e de 


Aceste anomalii survin relativ rar dar au o importanţă teoretică 
deosebită deoarece mecanismele implicate în producerea icterului se 
limitează de regulă la un singur defect de metabolism al bilirubinei, 
astfel încît studiul lor a contribuit în mare măsură la descifrarea fizio- 
patologiei icterelor. Un criteriu simplu de clasificare a hiperbilirubine- 
miei se bazează pe caracterul conjugat sau neconjugat al pigmentului 
retinut. Creşterea bilirubinei neconjugate constituie astfel caracteristica 
comună întîlnită în sindromul Gilbert si în deficitele de glicuronocon- 
jugare (forma severă tip I sau sindromul Crigler-Najjar si forma mo- 
ceratá tip II cunoscută si sub denumirea de sindrom: Arias). 

Pe de altă parte, retentia de bilirubină conjugată survine în sin- 
dromul Doubin-Johnson, în sindromul Rotor si în sindromul stocárii 
hepatice (hepatic storage syndrome). Particularitatile clinice si de labo- 
rator, precum si mecanismele patogenice ale acestor anomalii sint de- 
scrise in continuare. J^ | | 


V.2.4.1. SINDROMUL GILBERT 


„Esenţa anomaliei este reprezentată de o intirziere în captarea si 
procesul de clearance’ al bilirubinei neconjugate. S-a considerat (24) că 
diagnosticul de sindrom Gilbert: poate fi stabilit doar atunci cînd sint 
îndeplinite următoarele criterii: creșterea moderată dar cronică a bili- 
rubinei conjugate; eritropoieză si reticulocite in limite normale; durata 
de viață a eritrocitelor normală; lipsa anomaliilor morfologice la ni- 
velul ficatului și căilor biliare; teste funcţionale hepatice normale; acizi 
biliari serici în limite normale. | STIRS 

Observaţii clinice si de laborator mai recente au putut evidentia 
insá existenta unor subiecti cu sindrom Gilbert la care defectul de cle- 
arance al bilirubinei se asociazá cu fenomene fruste de hemolizá. Desi 
are un caracter familial, mecanismul de transmitere al anomaliei este 
neclar, iar icterul se evidentiazá, de regulá, dupa virsta de 20 de ani. 
Bilirubinemia este moderat crescutá (de regulá, sub 3 mg/dl respectiv 
51 umoli/l dar se accentuează după un post prelungit, febră sau in- 
fectii, efort excesiv precum si după consumul de alcool. = 

Nivelul crescut al bilirubinemiei nu se însoţeşte însă de vreo acuză 
subiectivă iar subiecţii afectaţi de această anomalie sînt depistaţi cu 
ocazia unui examen de laborator determinat de coloratia subicterică care 
sugerează o posibilă afecţiune hepatică. Recunoaşterea anomaliei care, 
prin caracterul său benign, nu necesită nici un tratament, prezintă to- 
tusi o importanţă practică spre a-i linişti pe subiecţii afectați care ajung 
să fie obsedati de gîndul că suferă de o hepatită cronică. ‘| 

Mecanismele intime prin care se ajunge la deficitul de clearance al 
bilirubinei neconjugate nu sînt încă pe deplin elucidate. Deşi bila con- 
tine bilirubină conjugată, aceasta prezintă o proporţie crescută de mono- 
slicuronid denotînd o oarecare încetinire a glicuronoconjugării, iar ac- 
tivitatea bilirubinglicuroniltransferazei, măsurată în materialul obținut 
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prin punctie biopsie hepatică, este de fapt mai redusă decit la en 
normali. Aláturi de un astfel de defect minor, in procesul de glicurono- 
conjugare se incrimineazá si un defect de captare a bilirubinei de cátre 
hepatocite, explicabil printr-o reducere a -conținutului de ligandine din 
- citosolul si membrana celulelor hepatice. De menţionat cá administra- 
rea de fenobarbital cu efect inductor amelioreazá procesul de clearance 
al bilirubinei si reduce nivelul seric crescut al acestui Repent (4, 
16, 24). ' 


V.2.4.2, ‘SINDROMUL CRIGLER-NAJJAR | 


Alterarea severă a procesului de. glicuronoconjugare și de eliminare 
din plasmă a bilirubinei duce la o hiperbilirubinemie neconjugată ex- 
trem de accentuată cu posibile implicaţii nocive asupra sistemului ner- 
vos central. Astfel de cazuri de icter nehemolitic familial au fost de- 
scrise de Crigler si Najjar în 1972. Spre deosebire de sindromul Gil- 
bert, în sindromul Crigler-Najjar nivelul bilirubinei neconjugate poate 
atinge valori de 15—48 mg/dl (255—316 umoli/l). Întrucît, asa cum s-a 
arătat (vezi pag. 255) bilirubina neconjugată liposolubilă poate pătrunde 
prin membranele lipoide ale celulelor, o astfel de hiperbilirubincmie 
duce la lezarea neuronilor din scoarta cerebralá si cerebel precum si 
din nucleii bazali, realizind asa-zisul icter nuclear. O buná parte a 
. nou-náscutilor homozigoti cu această anomalie sucombá încă din pri- 
mele 15 luni de viata. La homozigotii care supraviețuiesc, nivelul bili- 
rubinemiei se stabilizeazá la valori de 15—25 mg/dl, iar manifestárile 
neurologice capátá un caracter cronic manifestindu-se mai ales prin 
ataxie. : 


Existá astázi suficiente davai care atestă că această anomalie, cu ` 
caracter familial autosomal recesiv, este cauzată de un deficit sever al 
procesului de glicuronoconjugare. De fapt, bila homozigotilor are o cu- 
loare galben deschisá si contine doar mici cantitáti de bilirubiná care 
este neconjugatá, iar cercetári efectuate pe fragmente de tesut hepatic, 
prelevate prin biopsie, confirmá absenta procesului de glicuronoconju- 
gare a bilirubinei precum si a altor substante cum sint mentolul si 
salicilafii şi: care, in mod normal, se eliminá sub forma de glicurono- 
conjugati. 

Defectul de glicuronoconjugare si de eliminare prin bilá a biliru- 
binei este doar partial compensat prin alte mecanisme. Asa de exem- 
plu mici cantităţi de bilirubină neconjugată se.pot elimina prin mu- 
coasa intestinală, pigmentul fiind apoi degradat spre compușii hidro- 
solubili diazonegativi. O altă cale alternativă de degradare a bilirubinei are 
loc în piele, procesul fiind stimulat de expunerea la lumină. De altfel, 
fototerapia, respectiv expunerea bolnavilor la o lumină puternică (arc 
voltaic), constituie, la ora actuală, principalul mijloc prin care se poate 
încerca o reducere a bilirubinemiei la astfel de subiecți. | 

Asa cum era de așteptat, heterozigotii au o capacitate de glicurono- 
conjugare de aproximativ 50%, din valorile normale, care însă este su- 
ficientă pentru a preveni instalarea hiperbilirubinemiei (4, 16, 24). 
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V.2.4.3. DEFECTUL FAMILIAL MODERAT DE GLICURONOCONJUGARE 


Cunoscutá si sub denumirile de sindrom Arias sau de sindrom Cri- 
gler-Najjar tip II, aceastá anomalie cu caracter familial are un mecanism 
de transmitere autosomal dominant cu penetrantá variabilă, spre deo- 
scbire de sindromul Crigler-Najjar tip I, nivelul  bilirubinei necon- 
jugate nu depáseste 20 mg/dl (340: umoli/l) situindu-se, de regula, între 
6—20 mg/dl (102—340 umoli/]), iar fenomenele neurologice-lipsesc. 

De asemenea, bila este pigmentata si contine cantitati. apreciabile 
de bilirubiná conjugată. În fragmentele de ţesut hepatic, activitatea bili- 
rubinglicuroniltransferazei este mult redusá dar nu complet absenta. 
Aceastá activitate enzimaticá creste insá dupa administrarea de. feno- 
barbital, denotind caracterul inductibil al enzimei, iar nivelul bilirubi- 
nemiei scade după o astfel de medicatie. | 2 E 

De notat însă cá homozigotii cu sindrom Crigler-Najjar tip I nu răs- 
pund la actiunea inductoare a fenobarbitalului. Particularitatile diverse- 
lor anomalii cu caracter familial in procesele de captare si glicurono- 
conjugare a bilirubinei sint sistematizate in tabelul 5.3. | 


V.244, ANOMALII GENETICE EVOLUIND CU CREȘTEREA BILIRUBINEI 
CONJUGATE (SINDROMUL DUBIN-JOHNSON, SINDROMUL ROTOR 
` SI SINDROMUL STOCĂRII HEPATICE) 


La baza tuturor acestor sindroame stă un deficit al mecanismelor 
care asigură eliminarea bilirubinei glicuronoconjugate din hepatocite în 
canaliculele biliare. În toate sindroamele amintite creşterea bilirubinei 
conjugate in ser se asociază cu o apariţie a bilirubinei în urină (icter 
coluric), manifestările clinice sînt puţin exprimate sau chiar absente, 
iar nivelul seric al acizilor biliari, activitatea enzimelor. indicatoare ale 
colestazei (yGT, fosfatază alcalină) precum și alte teste uzuale de ex- 
plorare a ficatului sint in limite normale. E 

Pe de altă parte, sindroamele amintite diferă între ele printr-o se- 
rie de particularităţi biochimice si funcţionale. ~=: 

In sindromul Dubin-Johnson, nivelul seric a bilirubinei conjugate 
este de 2—5 mg/dl putind creste uneori pina la 15 mg/dl (255 umoli/l), 
pigmentul gásindu-se aproape in intregime sub formá de diglicuronid. O 
particularitate importantá a acestui sindrom constá din incapacitatea de 
a elimina in bilă diversi „anioni colefilici", așa cum sînt substantele 
iodate de contrast utilizate pentru opacifierea cáilor biliare, iar ca ur- 
mare, colecistografiile si, in general, colangiografiile sint negative. 

Deosebitá este si comportarea testului cu bromsulfonftaleina 
(BSP). Astfel, dupá 45 minute de la injectare, retentia de colorant este 
la limita superioară a normalului sau doar moderat crescutá (de re- 
gulá «159/4) dar, ulterior, dupá 90—120 minute de la injectare, se 
constată o „reîntoarcere“ a colorantului in plasma. S-a putut preciza cá, 
desi procesul de captare si de stocare hepaticá a colorantului, precum 
si glicuronoconjugarea lui decurg in mod normal, traversarea hepatica 
si respectiv eliminarea pe cale biliará a BSP-ului glicuronoconjugat este 
perturbatá. Ca urmare, are loc un reflux in singe a colorantului gli- 
curonoconjugat stocat în ficat si neeliminat prin bilă, fapt care explică 


271 


3nosəzoə 


i ER ! uapa promos arazseu v[ ap 

omm» 3uapuodsar | . z -Ouo RUIE o1vde ! g[IqvHeA vj (x dn 
-09 3[P unaIA nes 39301 | enz op myad "ei (jon? Opg—Z01) | -ue1j2ued nə queu iv[fe N —191311)) 
-Oinou [IRISAJINLUL RIRA uazaad -gos 3[ntu | -eşuomârd jeuriou Ip/2ur oe —9 | -mop  ¡eurosozne sey  uloIpnIS 


m 9193$vu v[ op 
j (Umoum | emt o1eds : um3 


(eap | | i ce? ope<) pp/Zurgg | -uesuoo mys p 
-nU 19391) JOpJWOINa|U ae -ufuoo “*urqniiq əjsəd wvm3ər op ! -ugd ppn31 op i I dn ieffeN 
punpza| n3 gzepose A gyuosqe | ap gard "pred Ip/2ur op—SI | A192221 jemosogne | —29811) worpuyS 
9zryoureq 


ap 2]5NJ] ououlomaj 
no nzego 38 IRKA — 
p3unjasd 3sod ` 


un gdnp 3383975 2311 $ 1 u 3138919 9353 

-ƏS puquq [n[9AIN. — |. ! piuomrəršouom 

, Əurpue3i[ op JPP — op Iniməoo:d rep f 

un zeros? as 91 e J j g3u2221d g3eZn[uoo f - |. me op oz dup | * 

-e3nfnooouoinogs op vjnzpgos | emanmg "ee! (omg zor —zi) | gim8ər ap acr 1 

je1epour [njl)3p et — . 3uezeid je19pow | -uouiSid = [euuioN ` pp/38u o—I : ive[eN |} 319910 quoa, “tis 
Pu. qos. Fu 3 > E ` 


e yeqqzeqona; -niqiq e ai -ede 3102 v[ PISIJA 
reyrre[nənred ayy Z dă pq ¡nipadsy Ty o3e3n[uooau rou 
et sundsgy | -e3nfuoo op -IQnigIQ MIAN I$ ponauaă ojajpur 


: BIIVUATPY | f Wi een od por 
"vyppgep 9959 Logis zm je 
dun. ep [nsavoid 18] o[ptuzou guis espeday ejaqozd *gujín up aude nu peq niuombjd janzua. 9)5099 03803 uy -ojufim [uoaot Teujquq 114 


v213)5919 NƏ Pues SOSS oewong uj 403810 91 op I$ ouf. ere nopied ioun e ¡8 ooyueñozud io[ətuslugəəour E uəpuutuəuos OJUJU9ZIIA 


E'G 119001 


272 


cresterea Secundara a concentratiei plasmatice de BSP, care se elimina 
apoi prin urină. 

n mod surprinzător, colorantii care sint depurati de ficat fără o 
prealabilă glicuronoconjugare (de exemplu verdele de indocianiná) nu 
dau o creştere secundară a concentrației lor în plasmă. 

Desi nivelul plasmatic al acizilor biliari nu este anormal crescut, 
testele de încărcare cu acizi biliari (acid ursodeoxicolic) denotă o mo- 
derată reducere a proceselor de captare si de clearance a acestor anioni 
organici. | ne) ; | 

De notat cà toate anomaliile mecanismelor care asigurà traversarea 
hepaticá a anionilor colefilici se accentueazá in urma administrarii de 
anticonceptionale steroidice orale. 

-O anomalie care poate fi cu greu conectatá la cele expuse constá. 
din eliminarez prin uriná a coproporfirinei I (spre deosebire de su- 
biectii normali care excretá mici cantitáti de coproporfirinà tip III). As- 
pectul macroscopic al ficatului, observat la laparoscopie, este caracte- 
ristic avind o culoare neagrá iar examenul microscopic evidentiaza un 
pigment de culoare închisă localizat mai ales centrolobular si avind afi- 
nitate pentru unii coloranti ai grasimilor (Negru-Sudan si Oil-Red dar 
nu si Sudan IV). | 

Sindromul Rotor, evoluind cu o creştere a bilirubinei directe la va- - 
lori similare cu cele gásite in sindromul Dubin-Johnson, difera de acesta 
prin aspectul normal al ficatului, prin colangiografia pozitivá, prin pro- 
centul mai redus de coproporfiriná I eliminată prin urină și prin cres- 
terea procentului de bilirubiná sericá conjugatá sub formá de monogli- 
curonid. 

Testul cu BSP indică o retenţie a colorantului de peste 259/, la 45 
minute de la injectare, fără sà apară însă o creştere secundara dupa 
90—120 minute. Se consideră cà atit in acest sindrom cit si în mai putin 
definitul sindrom al stocării hepatice ar exista nu atit un defect in faza 
finalá de eliminare a bilirubinei si BSP-ului cit mai ales o perturbare a 
proceselor de stocare (4, 18). Redám sinoptic în tabelul 5.4. datele prin- 
cipale referitoare la anomaliile genetice evoluind cu cresterea nivelului 
seric al bilirubinei conjugate. 


V.3. ACIZIT BILIARI 
V.3.1. DATE GENERALE 


Din punct de vedere chimic, acizii biliari pot fi definiti ca fiind acizi 
carboxilici continind de regula 24 atomi de carbon. Toti acizii biliari au 
o structurá ciclopentanoperhidrofenantrenicá (similará colesterolului din 
care deriva), iar gruparea carboxilicá se afla la capátul lantului latera? 
(vezi fig. 5.4.). Acizii biliari naturali sint hidroxilati, continind una, doua 
sau trei grupári hidroxil, in pozitiile 3, 7 sau 12, si sint excretati in 
duoden sub formă conjugată fie cu glicocolul fie cu taurina. Acizii bi- 
liari sintetizati in ficat pe seama colesterolului se numesc acizii biliari 
„primari si sint reprezentaţi de acidul colic trihidroxilat (acid 3a, 7a, 
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Precursor 


HO 
Colesterol 


ACIZI 
biliars 
primori 


Acid colic : Acid chenodeoxicolic 
acid 34,74 124-trihidroxicolanic)  (ocid 3« ,7« dihidroxicolanic | 


E Aci 


biliar: 
secundar: 


HO i 
Acid dezoxicolic „Acid hitocolic 
locid 3,12 x dihidroxicolonic] {acid 3 monohidroxicolonic ) 


Fig. 5.4. Structura acizilor biliari primari si secundari precum si a precursorilor. Se poate 

vedea că transformarea colesterolului cu 27 atomi de carbon în acizi biliari cu 24 de atomi de 

carbon implică hidroxilári ale nucleului ciclopentanoperhidrofenantrenic și scurtarea catenei 

laterale care pierde trei carboni si este carboxilată la poziţia 24. De notat că hidroxilii şi carbo- 
xilul sînt grupări polare care asigură o bună solubilitate în apă a acizilor biliari. 


12a trihidroxicolanic) și acid  chenodeoxicolic dihidroxilat (acid 3a, 
7a dihidroxicolanic). : 
) Cind acesti acizi biliari primari suferá un proces de 7« — dehidro- 
xilare sub actiunea enzimelor florei microbiene din intestin, ei se trans- 
forma ín acizi biliari secundari, respectiv acid deoxicolic (acid 3a, 12a 
dihidroxicolanic), provenit din acidul colic, si acid litocolic (acid 3a 
monohidroxicolanic) provenit din acidul chenodeoxicolic. De notat cá 
acizii biliari sint cu atit mai hidrosolubili cu cit au mai multe grupari 
hidroxil. Aşa:de exemplu, acidul litocolic, produs de altfel într-o cantitate 
foarte redusă, are o mare tendinţă de a precipita fixindu-se pe restu- 
rile vegetale. din intestin si eliminindu-se cu materiile fecale. l 

În ultimii ani s-au descris si asa-zisii acizi biliari terțiari derivați 
prin transformare la nivel hepatic a unor metaboliți ai acizilor biliari 
reabsorbiti din intestin. Asa este de exemplu acidul ursodeoxicolic for- 
mat prin reducerea in;hepatocite a unui metabolit colonic, acidul 7-ce- 
tolitocolic, care devine astfel dihidroxilat în pozițiile 3 si 7 si apare ca un 
stereoizomer al acidului chenodeoxicolic. 
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Este important de precizat cá, spre deosebire de bilirubina, care 
reprezintă un produs de dese ce se elimina prin fecale, acizii biliari 
exercită importante funcţii fiziologice în absorbţia lipidelor si snt reab- 
sorbiti din intestin în proporție de peste 959/; (14, 17, 21, 22). 


V.3.2. SINTEZA PA wi BILIAR 


Ficatul normal arkforma zilnic 300—500 mg ET, N in acizi bi- 
liari primari, respectiv acid colic si acid chemodeoxicolic care apar in 
bilă într-o proporţie de 2:1. Sursa de colesterol este reprezentati de 
lipoproteinele plasmatice captate in hepatocite ` prin intermediul recep- 
torilor, precum si de colesterolul sintetizat in hepatocite pe calea con- 
trolatà de HMG-CoA reductazá (vezi pag. 24). ; 


Într-o prima etapa are loc o hidroxilare a colesterolului la pozitia 
7, sub actiunea enzimei 7-a colesterolhidroxilazá prezentá in microsomii 
hepatocitelor, iar 7a colesterolul hidroxilat, astfel rezultat, este redus 
aditionind H la dubla legătură si formînd produsul “intermediar co- 
prostan 3a—7« diol. Tot la nivelul microsomilor, o buná parte a acestui 
produs se hidroxileazá in pozitia 12 as Nhi coprostan 3a, 7a, 12a triol, 
, un precursor al acidului colic. 


In. continuare, la nivelul E ET are loc un proces de oxi- 
dare si respectiv de scurtare a lantului lateral al compusilor amintiti 
.rezultind, in cele din urmă, acidul colic si respectiv chenodeoxicolic. 
Prin conjugare cu glicocolul sau cu taurina se formeaza, prin interme- 
diul unei legáturi peptidice, acizii glicocolic sau taurocolic si respectiv 
acizii glicochenodeoxicolic sau taurochenodeoxicolic. Reglarea sintezei de 
acizi biliari se face in functie de reabsorbtia acestora din intestin si, 
este mai bine inteleasá după prezentarea Ve Ee circuitul en- 
Noa watiq (14, 17, 21). | 


V.3.3. CIRCUITUL, ENTEROHEPATIC AL ACIZILOR BILIARI 


Acizii colic si eriiodeoxicolie sintetizati ` in hepatocite sint dever- 
sati in canaliculele biliare printr-un mecanism de transport activ me- 
diat, se pare, de cátre o proteiná transportoare si independent de secretia 
bilirubinei şi a altor anioni organici. Pe de altă parte, creşterea pre- 
siunii osmotice în canaliculele biliare, cauzată de acumularea de acizi 
biliari astfel secretati, atrage apa în aceste canalicule si reprezintă prin- 
cipala forţă motrice în generarea fluxului biliar apos. Ajunși în bilă, acizii 
biliari formează micelii, respectiv agregate coloidale în asociere cu co- 
lesterolul și fosfolipidele. Sub această formă, acizii biliari sînt deversati 
împreună cu bila în duoden.. De notat însă că, pe parcurs, bila se con- 
centrează în vezica biliară de aproximativ 5—10 ori. Conţinutul vezicii 
biliare este expulzat în duoden în urma ingestiei de alimente cu efect 
colagog astfel încît, la aproximativ 30 minute de la un astfel de prînz, 
P. s constata o crestere bruscá a concentratiei de acizi biliari in 

uoden | 
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La nivelul intestinului, sărurile biliare tensioactive își exercită prin- 
cipalul lor rol fiziologic constind din facilitarea emulsionàrii $i absorb- 
tiei lipidelor si implicit a vitaminelor liposolubile. 

De notat însă că majoritatea lipidelor alimentare si a altor sub- 
stante nutritive se absorb în porţiunea superioară a intestinului subțire, 
respectiv în jejun, pe cînd reabsorbtia acizilor biliari are loc mai ales la 
nivelul ileonului. Moleculele de acizi biliari pot fi reabsorbite din in- 
testin nemodificate, respectiv sub forma conjugatá sau sub forma mo- 
dificatá, deconjugatá si eventual dehidroxilatá, iar o mica fractiune se 
eliminá cu materiile fecale. Soarta acizilor biliari din intestin depinde 
de următorii factori principali: particularitatile şi eficiența mecanisme- 
lor implicate în absorbţie; efectele exercitate de flora microbiană; pro- 
orietátile fizicochimice ale diverşilor acizi biliari, resturi alimentare ne- 
digerate; viteza tranzitului intestinal. NS n 7 | 

La nivelul ileonului acționează un mecanism specializat de transport 
activ al acizilor biliari care asigură o reabsorbtie selectivă și rapidă a 
majorităţii acestor detergenti biologici. Alături de mecanismul specific 
mai intervine si un proces de absorbție pasivă nespecifică,. mai putin 
eficient, dar actionind pe întreaga suprafață. a intestinului subțire si 
sros (vezi fig. 5.3). Ansamblul acestor mecanisme asigură 0 reabsorb- 
tie extrem de eficientă, astfel încît 95—98% din acizii biliari secretati 
zilnic se reintorc în circulaţia portală. .. 

Sub acţiunea florei microbiene din porţiunea terminală a ileonului 
si a colonului are loc un proces de deconjugare iar acizii biliari, desprinsi 
din combinatiile cu glicocolul sau taurina, sufera in continuare o 7a 
dehidroxilare, formindu-se astfel acizii biliari secundari. Acidul deoxi- 
colic dihidroxilat se reabsoarbe in circulatia portalá impreuná cu acidul 
colic si chenodeoxicolic, in timp ce acidul litocolic monohidroxilat, avind 
o solubilitate redusá, tinde sá precipite si se fixeazá pe suprafata rezi- 
duulor vegetale nedigerate. 

Fibrele vegetale joacá de altfel un rol important in ‘economia aci- 
zilor biliari din intestin. In primul rind, un anumit procent de acizi bi- 
liari (si nu doar acidul litocolic) se fixeazá pe aceste fibre vegetale; in 
al doilea rind o alimentatie bogatá in reziduuri vegetale nedigerabile ac- 
centueazá motilitatea intestinală. Ca urmare, subiecţii care consumă o | 
dictá bogatá in fibre vegetale (varzá, fasole, piine integralá), precum si 
cei cu un tranzit intestinal accelerat excretá o cantitate sporitá de acizi 
biliari prin fecale. Oricum, chiar si in prezenta unei reabsorbtii optime 
din intestin, o cantitate de 300—700 mg acizi biliari se eliminá zilnic 
prin fecale, aceasta cantitate fiind inlocuitá prin sinteza hepatica. 

Acizii biliari absorbiti din intestin si trecuti in circulafia portala 
sint rapid captati la nivelul ficatului, astfel incit doar cantitati infime 
scapa prin venele suprahepatice in circulatia sistemica. 

` Se stie astăzi cá hepatocitele sînt prevăzute cu receptori membra- 
nali specifici care asigurá o extractie extrem de eficienta a acizilor bi- 
liari din capilarele sinusoidale. Există dovezi că acizii biliari trihidro- 
xilati si mai ales cei conjugati (respectiv acizii glicocolic şi taurocolic) 
se captează mai rapid decit cei dihidroxilati şi neconjugati. Acizii bi- 
liari astfel captati în hepatocite sint apoi deversafi in canaliculele bi- 
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liare impreuná cu cei nou sintetizati in ficat prin mecanismul de trans- 

port activ amintit la începutul subcapitolului. Totodată, acizii biliari ab- 
sorbiti din intestin si captati în ficat reglează, printr-un mecanism: dc 
feed-back negativ, sinteza hepatica a acestor detergenti biologici (1, 22). 


V.3.4. REGLAREA SINTEZEI DE ACIZI. BILIARI ` 


Sinteza de acizi biliari are rolul de a compensa pierderile. Existà 
dovezi cá aceastá sintezá se accelereazá ori de cite ori se accentueazá 
pierderile. Asa de exemplu, sinteza de acizi biliari creste dupa 'drenajul 
bilei sau după administrarea de colestiraminá (Questran®, Cuemid*), o 
rășină care fixează in’ intestin acizii biliari sub forma neabsorbabilă. 
. Pe de altă parte, inanitia si implicit reducerea secreției biliare si a mo- 
tilitatii intestinale se însoțește de o scădere a sintezei de acizi biliari. 

Controlul sintezei de acizi biliari se exercită prin intermediul enzi- 
melor cheie ale sintezei de colesterol şi de acizi biliari. De fapt, cercetări 
in vitro au demonstrat că atit activitatea HMG-CoA reductazei cit și 
cea a colesterol 7a hidroxilazei. cresc în microsomii izolaţi din ficatul 
gobolanilor care, înainte de sacrificare, fuseseră trataţi cu colestiramină. 
Dimpotrivă, inanitia si administrarea de acizi biliari deprimă activitatea 
ambelor enzime. Pe de altă parte, administrarea alimentară de coleste- 
rol duce la scăderea activităţii HMG-CoA reductazei dar amplifică ac- 
tivitatea: 7-a hidroxilazei, iar tomatina, un glicozid steroidic, care in- 
hibă absorbţia colesterolului dar nu si pe cea à acizilor biliari, creşte 
activitatea HMG-CoA reductazei dar nu are efect asupra 7 a hidroxi- 
lazei. Aceste: date prezentate sintetic in fig. 5.5 si tabelul 5.5 subliniază 
legătura funcţională. între sinteza hepatică de colesterol si de acizi bi- 
liari, arătînd totodată că cele două procese enzimatice: pot fi reglate 
si în mod independent (21). | Har ES 

Întrucît creşterile: reactive de HMG-CoA reductazá si colesterol 7 
a-hidroxilazá nu mai survin la animalele la care sinteza de proteine a 


Acatii- Go A ..—., HMG -CoA -== Acid —_-+ Colesterol: 


: WAG = mevolonic : a A 
`. oer ahs (ITZ HIDROXILAZA|| Sintezo: — 
D y EDUC © E hepatica si 
© 7&æhidroxicolesterol conjugare À 
| 1 | cu glicocol 
Y Scu lourina 


Acizi biliori primori i 
Deconjugore 
si dehidroxilare 
sub achunes 
florei intestinole 


“Acizi biliori 
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Fig. 5.5. Replarea sintezei de acizi biliari cuplată cu reglarea sintezei de colesterol se manifestă 

prin efectul de represie exercitat de acizii biliari primari si secundari asupra enzimelor HMG- 

CoA-reductazá gi a-colesterol hidroxilază. Semnul © indică represia enzimelor (feed-back nega- 
tiv): De notat că acidul deoxicolic inhibă cu precădere sinteza acidului chenodeoxicolic. 
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Tabelul BS 


Electul diferitelor procedee experimentale asupra activității IIMG — CoA reductazel şi colesterol 
4 a —hidroxilazel. 


eg 


Administra” |. Adminis|Adminis-| | 
a | Ina- | trare de | trare de | Fenobar- | Tomati- | Corti- |Tiroxi- 
lestiraminá JA rr Gap : ' 
. | nitie | coleste- acizi bital — e! nă 
| sau drenaj fed biliari | J 
| : biliar Hie s i 
| HMG-CoA. | creşte - : | scade| scade : scade ` creste creşte . creşte| crește 
| reductaza ; ; : ent 
| Colesterol-. | creşte __. scade| creste scade creşte . |. nemodi- | creste| crește 
7 a-hidroxi- I. ficatá . Í rapid 
Y laza » ` . E D H 3 K e 


fost inhibatá cu cicloheximidá, se consideră cá modificarea acestor en- 
zime hepatice este un rezultat al inducerii, adică al sintezei de noi mo- 
lecule de enzime, ca răspuns la diversi agenti inductori (sau mai de- 
grabă un efect al derepresiei ca răspuns la absența din mediu a unui 
corepresor care, în cazul. de faţă, este reprezentat de produsul final al 
reacţiilor  catalizate de lanţul enzimatic, respectiv. de înşişi acizii bi- 
liari).. V nido » ste 

O dovadă indirectă privind: inductibilitatea HMG-CoA  reductazei 
si 7 a hidroxilazei este furnizată de observaţiile privind creșterea acti- 
vitatii ambelor enzime după administrarea de fenobarbital, un bine cu- 
noscut agent inductor. Enzimele amintite sînt supuse si unei reglări 
hormonale. Așa de exemplu, tiroidectomia duce la o scădere a 7 a co- 
lesterol hidroxilazei și, implicit, la o încetinire a producerii de acizi bi- 
liari pe seama colesterolului, in timp ce administrarea de tiroxină in- 
duce enzima amintită si potenteazá' efectul stimulant al depleţiei de 
acizi biliari consecutivă administrării de colestiraminá. Sinteza, de acizi 
biliari este stimulată de hormonii glicocorticoizi și este deprimată după 
suprarenalectomie (vezi tabel 5.5 şi fig. 5.5). 


V.3.5. ASPECTE CANTITATIVE ALE CIRCULAȚIEI 
ENTEROHEPATICE | 


(Noţiunile de secreție, sinteză și rezervor de acizi biliari) 


Pentru o mai bună înţelegere a variațiilor patologice survenite in metabolismul acizilor 
biliari considerăm necesară precizarea următoarelor noțiuni. 

Rezervorul de acizi biliari poate fi definit ca fiind cantitatea de acizi biliari existenţi in 
organism sau mai precis în circulația enterohepatică (ficat, căile biliare, intestin şi circulaţia 
portală). Acest rezervor (sau capital) de acizi biliari este circulat de mai multe ori in cursul 
zilei. Evaluarea rezervorului de acizi biliari se poate efectua prin metoda dilufiei izotopice ba- 
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zatá pe adminstrarea unei cantități cunoscute de acizi biliari marcați (de exemplu, "C acid 
colic sau 9H chenodeoxicolic). Se determină apoi activitatea specifică a acizilor biliari, adici 
raportul dintre acizii biliari radioactivi si cei neradioactivi gi care variazá invers proportional 
cu totalul de acizi biliari existenţi, respectiv cu márimea rezervorului. Pe baza datelor recente 
valorile rezervorului de acizi biliari ar oscila între 2 si 4 g (14, 15, 22). 

Numărul de cicluri enterohepatice pe 24 de ore se referă la frecvența golirii vezicii biliare și 
a reabsorbfiei acizilor biliari deversafi în intestin. Numărul de cicluri enterohepatice și impli- 
cit viteza de circulație a capitalului (rezervorului) de acizi biliari depinde de frecvenţa si felu? 
alimentaţiei. Se consideră astfel că rezervorul de acizi biliari este circulat de cel putin trei ori 
în cursul zilei in legătură cu cele trei mese principale. Cercetări recente sugerează însă că, la fie- 
. care act alimentar, rezervorul de acizi biliari este recirculat de două ori, ceca ce implică 6 cicluri/ 
zi (14). 

Secrejia de acizi biliari reprezintă cantitatea totală de acizi biliari care trece prin cana- 
lul coledoc in decurs de 24 de ore. Această cantitate constă, in primul rind, din acizii biliari 
reabsorbiti din intestin și resecretafi in bilă, la care se adaugă acizii biliari produși prin sinteză 
hepatică „de novo”. In condiţii de echilibru, secreția zilnică de acizi biliari este egală cu pro- 
dusul intre valoarea rezervorului de acizi biliari si numárul de cicluri enterohepatice. 

Sinteza de acizi biliari reprezintă doar o fracțiune a secreției si este menită să inlocuiascá 
pierderile fecale. În condiții de echilibru, sinteza de acizi biliari este egalá cu pierderea fecalá 
$i oscilează între 300—700 mg/zi. ! 

Pentru intelegerea nofiunilor de mai sus considerám utilá prezentarea unei exemplificári 
numerice. Astfel un subiect prezentind un rezervor (capital) de acizi biliari de 3000 mg, pe care 
il reciclează de 6 ori (în cursul meselor principale) are o secreție de 18.000 mg acizi biliari/zi- 
Din această cantitate doar 500 mg acizi biliari se pierde zilnic prin fecale și este înlocuită prin 
sinteză „de novo”. În consecinţă, sinteza de acizi biliari reprezintă doar 16,6%, din capitalul 
de acizi biliari și abia 2,8% din secreția totală de acizi biliari. i | 
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„Captare si secreție activă 
de acizi biliari 


Difuzarea aper s electrolitilor 
(mecanism osmotic) 


Secretie activa 
de apă si electrolih 
independenta de 
ocizii. bilian. 
—~ Captare și secrehe activa 
de bilirubinà şi alti anioni 
organici (de ex.BSP 
substanțe iodate de contrast) 


Fig. 5.6. Mecanismul de formare a fluxului biliar apos. Acizii biliari captati de către hepatocite 
din circulația portalá sau sintetizati în ficat se secretă activ, în canaliculele biliare (c.b.) si atrag, 
prin mecanism osmotic, un flux de apă şi electroliți. Un astfel de flux se poate forma însă și 
printr-un mecanism energodependent și independent de acizii biliari. De notat că secreția de 
bilirubină și de BSP se face prin alte mecanisme (și respectiv prin intervenţia altor proteine 
transportoare) decit cele implicate in secreția de acizi biliari. Curgerea bilei și implicit drenarea 
tuturor substanțelor secretate în canaliculele biliare depind însă în. ultimă instanță de 
asigurarea unui flux biliar apos adecvat. 
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V3.6. FUNCȚIILE FIZIOLOGICE ALE ACIZILOR BILIARI 


Funcţiile exercitate de acizii-biliari în organism pot fi astfel rezu- 
mate: efecte asupra secreției biliare, respectiv asupra formării fluxului . 
iliar apos; rol in absorbţia lipidelor si în general în metabolismul li- 
pidic; efecte asupra funcţiei colonului. Pentru a înţelege funcţia acizilor 
biliari reamintim că aceste substanţe dotate într-un plan cu grupări polare 
hidrofile (oxidrili în inelul steroidic si grupare acidă în lanţul lateral) 
iar într-un alt plan prevăzute cu grupări hidrofobe (CH; si CH») se com- 
porta ca nişte adevăraţi detergenti, putînd forma complexe solubile mice- 
‘are cu diverşi compuşi care altfel ar fi insolubili în apă (de exemplu, 
trisliceride şi colesterol). De notat că, la o anumită concentraţie critică si 
la 0 anumitá temperatura, acizii biliari formeaza agregate polimoleculare, 
respectiv micelii, incluzind 20—24 molecule in care grupările hidrofobe 
se orienteazá spre interiorul miceliului iar gruparile hidrofile spre exte- 
rior (vezi fig. 5.7.). : 


V.3.6.1. ACIZII BILIARI ȘI FLUXUL BILIAR APOS 


Bila contine o gama largă de substanţe organice si bineinteles sàruri 
anorganice. Alàturi de pismentii biliari $i acizii biliari se mai găsesc can- 
 titàti importante de colesterol si fosfolipide precum și mici cantităţi de 
proteine (de exemplu, mucoproteine si fosfatazá alcalina). Bila reprezinta 
si o cale de eliminare pentru unii metaboliti ai hormonilor steroizi si ti- 
roidieni, pentru o serie de medicamente precum si pentru diverse alte 
substante chimice ingerate (conservanti, ciclamati etc.). 

Mentinerea in suspensie a tuturor acestor substante si asigurarea 
curgerii lor prin arborele biliar este conditionatà de formarea unui flux 
biliar apos. De fapt, apa reprezintá 97% din bila hepatică si 82% din 
bila concentrată în vezicula Liliară. Este important de precizat că depla- 
sarea apei din capilarele sanguine spre canaliculele biliare se face inde- 
pendent de presiunea hidrostatica, astfel incit bila continuă sá se formeze 
si sá curgá prin canaliculele biliare chiar si atunci cind presiunea din 
canalul coledoc este mai mare decît în capilarele sinusoide care irigá fi- 
catul. Ca urmare, in conditii fiziologice, fluxul biliar apos se formeazá 
mai ales prin atragerea apei in canaliculele biliare de cátre o presiune 
osmotică ridicată. Avindu-se in vedere corelafia strictă între secretia de 
acizi biliari si volumul secretiei biliare, se poate vorbi de un flux biliar 
dependent de acizii biliari. 

Reglarea presiunii osmotice in canaliculele biliare si implicit a flu- 
xului biliar apos de cátre acizii biliari este in buna másurá dependenta 
de formarea unor complexe macromoleculare denumite micelii care in- 
clud, aláturi de acizii biliari, colesterol si fosfolipide. Reamintim ca in 
timp ce greutatea moleculara a acizilor biliari (de exemplu acid cheno- 
deoxicolie) este de 472 daltoni, dimensiunile particulelor. micelare pot 
ajunge la 11.000— 75.000 daltoni (19). Este evident cá activitatea osmo- 
ticá, care depinde de numárul de particule, scade pe másurá ce acizii bi- 
Hari formează micelii mai voluminoase si, in acest fel, se regleazá si 
respectiv limiteazá fluxul apos in canaliculele biliare. 
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In urma depletiei rezervorului de acizi biliari, curgerea bilei dimi- 
nua dar nu încetează cu desávirsire. Acest fenomen sugereaza existenta 
unei fracțiuni a fluxului biliar independentă de acizii biliari (vezi 
fig. 5.6). Deşi mecanismul intim de formare al acestei fracțiuni nu este 
pe deplin elucidat, există dovezi cu privire la importanța transportului 
activ de sodiu în canaliculele biliare. Ca si în alte țesuturi, transportul 
de sodiu este activat de ATP-aza Na/K dependentă, iar administrarea de 
bicarbonat creşte fluxul biliar apos. l x 


Dat fiind că secreția biliară este stimulată de teofiliná, un inhibitor 
al fosfodiesterazei, s-a emis ipoteza cà acumularea intracelulară de 
3-9-AMP ciclic ar reprezenta un stimul al fluxului biliar. S-a mai ară- 


tat că administrarea de fenobarbital, un bine cunoscut agent inductor de 


enzime. microsomale, produce o creştere a secretiei biliare (19). . 


V.3.6.2. ACIZII BILIARI SI METABOLISMUL LIPIDELOR 


Metabolismul acizilor biliari interferá cu cel al lipoizilor la mai 

multe nivele si sub diferite aspecte. mica 
1) Acizii biliari facilitează emulsionarea trigliceridelor şi potenteaza 
hidroliza acestora sub acţiunea lipazei pancreatice. | 

2) Acizii biliari solubilizeazá produsii de lipolizá si formează im- 
preună cu. aceştia şi cu alţi lipoizi insolubili în apă micelii, care sînt 
preluate apoi la nivelul suprafeţei; microvilozitare a celulelor epiteliale 
ale jejunului. Cercetări din ultimii ani sugerează că nu se produce ab- 
sorbtia miceliilor intacte, acizii biliari servind doar ca vehicul de transport 
al produșilor de lipoliză. Desfacuti din micelii, acizii. biliari se reabsorb 
apoi la nivelul ileonului.: | ^» | 

.3) În timp ce o anumită fractiune a produsilor de lipolizá a tri- 
gliceridelor se poate absorbi si in lipsa acizilor biliari, absorbtia. vitami- 
nelor liposolubile si a colesterolului nu.poate avea loc in lipsa solubi- 
lizárii micelare asiguratá de acizii biliari. 

4) Acizii biliari. reprezintá, pe de alta parto, principala cale de eli- 
minare a colesterolului din organism. De fapt, din cele aproximativ 
1—2 g de colesterol, care se elimina zilnic din organism, mai bine de o 
treime se catabolizeazá pe calea formárii de acizi biliari. | 

5) Acizii biliari reabsorbiti exercită un feed-back negativ asupra 
propriei lor sinteze pe seama colesterolului si reduc deci procesul de 
transformare a colesterolului în acizi biliari. Stimulind însă secreția bi- 
liară (grăsimi nesaturate ca de exemplu oleul de porumb, ceaiuri cola- 
goge si coleretice) si limitind reabsorbtia acizilor biliari secundari prin- 
tr-o dieta bogata in fibre vegetale, care fixeazá acesti acizi biliari si tot- 
odatá accelereazá tranzitul intestinal, amintitul efect de feed-back ne- 
gativ este redus iar eliminárile de colesterol sub forma de acizi biliari 
se accentueazá. De notat cà acidul deoxicolic, rezultat din dehidroxila- 
rea in intestin a acidului colic, exercitá un puternic efect de inhibare 
selectiva a sintezei de acid chenodeoxicolie in ficat. Efectul hipocoleste- 
rolemiant al colestiraminei si al drenajului biliar se explica tocmai prin 
limitarea circuitului enterohepatic al acizilor biliai. ` 
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Ó Colesterol 
F Fosfolipide 


Acizi biliori 


F g. £.7. Structura miceliilor din bilă. Colesterolul insolubil in apă 

este menținut in suspensie de un strat protector de acizi biliari si 

fosfolipide bogate in grupári polare (A). În cazul unei creșteri a 

proportiei de colesterol faţă de cea de acizi biliari şi de fosfolipide 

(B), există tendinţa precipitării colesterolului sub formă de cristale 
(C) şi implicit de formare a calculilor biliari. 


6) Acizii biliari reabsorbiti reprimă nu numai colesterol 7 «-hidro- 
xilaza si producţia de acizi biliari pe “seama colesterolului dar si 
HMG-CoA reductaza hepatică si implicit sinteza de colesterol (vezi 
fia.'5.5). Ca urmare, efectul hipocolesterolemiant al întreruperii circuitu- 
lui enterohepatic al acizilor biliari este în parte contracarat de o dere- 
primare a sintezei de colesterol. 

7) Acizii biliari mentin in solutie micelara colesterolul din bila, iar 
scáderea proportiei de acizi biliari din bila creeaza conditii favorabile 
pentru precipitarea colesterolului şi formarea de calculi biliari (vezi 
fig. 9.7). 


V.3.6.3. EFECTE ASUPRA FUNCȚIEI COLONULUI 


-Acizii biliari limitează renbsorbtia apei si electrolitilor la nivelul 
mucoasei colonului si stimul ază motilitatea colonului. Prin aceste efec-. 
te, acizii biliari pot fi considerați ca adevărate laxative fiziologice. Exce- 
sul de acizi biliari dehidroxilati si deconjugati poate chiar stimula secre- 
tia de apă şi electroliți la nivelul colonului, determinînd diareea apoasă. 
O astfel de situaţie, cauzată de o reabsorbfie deficitară a acizilor biliari 
la nivelul ilconului, poate fi tratată. cu colestiraminá, care fixează acizii 
biliari (14, 22). | 


V.4. ACIZII BILIARI ÎN PATOLOGIE 


Perturbarea metatolismului acizilor biliari poate fi incriminată în 
producerea unor importante manifestări patologice în diverse boli iar do- 
zările de acizi biliari pot avea uneori o deosebită valoarea diagnostica. 
Principalele anomalii ale economiei acizilor biliari cu repercusiuni în 
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Tabelul 5.6 


Valori normale ale acizilor biliari în plasmă, bilă si materiile fecale. De notat că valorile din 
plasmă sint date în umoli/], pe cînd la alte produse în mmoli. 


Limite Valori medii | Observatii 
Plasma 0—6 pmoli/! 1,6 pmoli/l - acid colic 35%, 
l acid chenodeoxicolic ` 43% 
acid deoxicolic 22% 
Bilă în duo- | 4,1-30 mmol/l  |-14 mmol/l obținută din duoden după un 
den prinz de probă 
š { 
Materii fecale | 4,1—1,2 mmol/24h = o». predomină . acidul deoxicolic 


şi litocolic 


patologie pot fi clasificate în două mari categorii: 1) Anomalii caracteri- 
zate prin deficitul de acizi biliari, respectiv prin scăderea marcată a re- 
zervorului; 2) Efecte toxice exercitate de acizii biliari aflați la „locul ne- 
potrivit“, adică în afara circuitului enterohepatic. Pentru a permite inter- 
pretarea variațiilor patologice în economia acizilor biliari redăm în ta- 
belul 5.6 valorile normale ale acestor compuși în plasmă, bilă, sucul duo- 
denal și fecale. 


V.4.1. DEFICITUL DE ACIZI BILIARI 


Scăderea rezervorului de acizi biliari poate surveni fie în caz de In- 
trerupere a circuitului enterohepatic al acizilor biliari, în speță, de o 
perturbare severă a reabsorbtiei lor din intestin, fie ca urmare a unei 
alterări severe a sintezei lor, ca de. Va in cazurile de cirozá hepa- 
ticá decompensatá. 


Intrucit reabsorbtia acizilor biliari are loc la nivelul ileonului prin- 
tr-un mecanism biologic activ, bolile ileonului, insotite de atrofia mu- 
coasei precum si rezectiile de ileon pot duce la importante pierderi de 
acizi biliari cu materiile fecale. 


Popularea microbianá a intestinului subtire constituie o alta cauzá 
importantà a deficitului de acizi biliari. O astfel de situatie survine in- 
tr-o varietate de stári patologice (gastrojejunostomii, diverticuloze, stric- 
turi intestinale, fistule si chiar perturbarea functionala a motilitatii, ca 
de exemplu dupa vagotomie) si realizeazá asa-zisul sindrom de ansá oar- 
ba, cunoscut si sub denumirile de sindrom de ansá stagnantá sau sindrom 
de stază intestinală segmentará. Flora intestinală din intestinul subțire 
contaminat acţionează asupra acizilor biliari accelerind deconjugarea si 
dehidroxilarea lor si producind mari cantitáti de acid deoxicolic si lito- 
colic neconjugati care se pierd cu materiile fecale. Desi acizii biliari su- 
ferá un proces de dehidroxilare, procentul de acizi biliari dihidroxilati 


284 


din lumenul intestinal este mai scázut decit al celor trihidroxilati, deoa- 
rece in conditiile unei mucoase intestinale lezate, acizii dihidroxilati se 
reabsorb mai usor prin difuziune pasivá. In. plus, reabsorbtia acidului 
deoxicolic format in exces reprima sinteza de acid chenodeoxicolic in 
hepatocite, fárá a reduce in aceeasi măsură producţia de acid colic. 

Dacă pierderile de acizi biliari depăşesc o anumită limită, accelera- 
rea compensatorie a sintezei hepatice de acizi biliari nu mai este capa- 
bilă să refacă aceste pierderi, astfel încît se ajunge la o diminuare pro- 
gresivă a rezervelor. de acizi biliari (vezi fig. 5.8). | 

. Fistulele biliare si administrarca prelungita a sechestrantilor de acizi 
biliari (de exemplu, colestiramina) pot duce, de asemenea, la scáderea 
rezervorului de acizi biliari. | i 

Avindu-se în vedere că ficatul constituie unicul organ care sinte- 
tizeazá acizii biliari apare firesc ca, în caz de insuficiență hepatică cro- 
nică, de exemplu într-o ciroză hepatică decompensată functional, să se 
ajungă la o depletie în acizi biliari. Deficiul de acizi biliari poate fi bä- 
nuit în special la bolnavii cu ciroză hepatică care prezintă steatorce. 

Confirmarea prin examinări de laborator a deficitului de acizi b- 
liari întîmpină dificultăți datorită limitelor extrem de largi de variaţie a 
concentraţiei acestor compuși în sucul duodenal, chiar si in condiţii fizio- 
logice (vezi tabel 5.6). Se considera insá cá o concentratie a acizilor bi- 
liari sub 4 mmol/l in sucul duodenal, recoltat după stimularea secreției 
biliare cu un prînz bogat în grăsimi, atrage atenţia asupra unui astfel de 
deficit. Precizarea diagnosticului de malabsorbtie a acizilor biliari se 
poate realiza prin testul cu MC colilglicină (acid glicocolic marcat cu 
carbon radioactiv). Astfel, dacă după administrarea a 10 pCi din acidul 
biliar marcat, radioactivitatea materiilor fecale recoltate pe timp de 
24 ore, depăşeşte 80%, din doza administrată, se poate afirma existenţa 


Fig. 5.8. Reprezentare schematică a unor anomalii în economia acizilor biliari. A. circuit 
 enterohepatic normal (vezi pag. 276 si fig. 5.3). B. Perturbarea absorbfiei intestinale a acizilor 
biliari GQ), are drept urmare o accelerare a sintezei Q) care insă nu poate compensa pierderile 
masive si implicit, nu poate preveni scăderea capitalului de acizi biliari Q). Ca urmare survine 
steatorea iar acizii biliari neabsorbiji in ileon şi ajunși in colon determină o diaree apoasă 4. 
C. În caz de colestază, curgerea bilei în intestin este mult limitată OD astfel incit conținutul de 
acizi biliari din intestin si implicit reabsorbjia lor in circulația portalá scade dereprimindu-se 
sinteza .Q) Perturbarea consecutivă a digestiei şi absorbției lipidelor duce la steatorce O iar 
acizii_biliari produși in ficat si nesecretaji în bilă trec in singe{@ şi se eliminá prin urină. 
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unei perturbári a procesului de reabsorbfie: intestinală a acizilor bi- 
DST ` | Pipe 

Consecintele deficitului de acizi biliari sint reprezentate, in primul 
rind, de perturbári in digestia si absorbtia lipidelor si steatoree conse- 
cutiva (fig. 5.8). Pe de altă parte, acizii biliari neabsorbiti in ileon si 
ajunși în colon exercită un efect osmotic si excita peristaltismul pro- 
ducind diarei apoase. In ciuda acestor fenomene, absorbtia oxalatilor la 
nivelul colonului pare a fi stimulatá in astfel de conditii si, in multe 
cazuri de malabsorbtie a acizilor. biliari prin mucoasa ileonului, se ajunge 
la hiperoxalurie si adeseori la formarea de calculi urinari. Pe de altà 
parte, proliferarea microbiană în intestinul subţire si malabsorbtia favu- 
rizează procesul de putrefacție, cu formarea de indol și scatol, care se 
elimină prin urină sub formă de indican, detectabil prin reacţie Ober- 
mayer. —— | ote ono | | 

Exista indicii. dupa care chiar si in deficitele minore ale rezervorului 
de acizi biliari, care nu evoluează cu steatoree, se ajunge la o modificare 
in compozitia bilei, in sensul scáderii capacitátii acestcia de a men- 
tine in suspensie colesterol, favorizindu-se astfel dezvoltarea litiazei 
biliare. us 


V.4.2. ACIZII BILIARI SI LITIAZA BILIARA 


Majoritatea calculilor biliari care survin la populatia societátilor in- 
dustrializate sint alcátuiti din colesterol. Patogeneza litiazei biliare co- 
lesterolice apare 'așadar ca o anomalie a mecanismelor care menţin in 
solutie colesterolul ín mediul apos al bilei. Asa cum s-a mentionat in 
prealabil, colesterolul este mentinut ín solutie prin formarea de mi- 
celii cu acizii biliari si fosfolipidele (vezi fig. 5.7). După Grigorescu si 
colab. (13), compușii amintiţi se găsesc în bila veziculară în concentraţii 
de 137,4 mmol/l acizi biliari, 29,5 mmol/l fosfolipide si doar 11,1 mmol/l 
colesterol. Variind concentratiile relative ale acestor substante in vitro 
s-a constatat cá, prin cresterea concentratici relative de colesterol si res- 
pectiv scăderea celei de acizi biliari si/sau de fosfolipide, se creează con- 
ditii favorabile pentru precipitarea colesterolului sub formă de cris- 
tale (2)- f ` ' R 

Pe baza unor astfel de observatii, Admirand si Small au construit 
un model matematic triunghiular care permite-evaluarea tendintei de 
formare a calculozei colesterolice (vezi fig. 5.9). 


Observatiile clinice si, respectiv, dozarea componentilor amintiti in 
bila pacientilor cu litiazá biliará au confirmat experientele in vitro si au 
demonstrat ca bila acestor bolnavi este suprasaturata in colesterol si deci 
litogenică, Studii cu acizii biliari marcați au mai arătat că bolnavii cu 
litiază biliară prezintă un rezervor diminuat de acizi biliari, secreția bi- 
liară fiind compensată de un număr crescut de circuite enterohepatice. 

S-a mai observat că incidenţa litiazei biliare este evident mai cres- 
cută la bolnavii cu disfuncţii ale ileonului, la care pierderile cronice. de 
acizi biliari duc cu timpul la: scăderea rezervorului de acizi biliari (22). 
S-ar părea deci că reducerea capitalului de acizi biliari constituie o verigă 
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Fig. 5.9. Utilizarea diagramei de coordonate triunghiulare 
pentru reprezentarea conținutului de colesterol, fosfolipide 
şi acizi biliari din bilă. Concentrația fiecărui component in . 
mmoli/1 este exprimată ca un procent din total (Total— mmoli 
acizi biliari + mmoli colesterol + mmoli fosfolipide). Zona 
haguratá de la baza triunghiului reprezintă proporţii ale 
amestecului in care colesterolul este menfinut intr-o solufie 
micelará clară. Punctul obţinut in codiţiile unei concentraţii 
procentuale de 20% colesterol, 20% fosfolipide gi 60% acizi 
biliari va cădea în afara zonei proporțiilor optime. Într-o 

- astfel de situaţie, colesterolul are tendința de a ieşi din solu- 
tie formind cristale şi favorizind apariţia calculilor biliari 

TT (dupá Admirand gi Small). 


importantá in dezvoltarea unei bile litogene, suprasaturatá in colesterol. 
Aceastá ipotezá si-a gásit o strálucitá confirmare in practica clinicá, do- 
vedindu-se cá administrarea de acid chenodeoxicolic (Chenofalk*), in 
doze de 0,75—1,5 g/zi, si marirea consecutiva a capitalului de acizi biliari 
duce la dizolvarea calculilor biliari (3). Rezultatele sint deosebit de favo- 
rabile in cazul calculilor biliari multipli, de dimensiuni reduse si inca 
necalcificati. S-ar párea cá administrárile de acid chenodeoxicolic actio- 
neazá nu numai prin márirea capitalului de acizi biliari, dar si prin re- 
ducerea productiei de colesterol hepatic prin inhibarea HMG-CoA-reduc- 
tazei (vezi fig. 5.5). 


Pornindu-se de la ipoteza unui deficit relativ in activitatea colesterol 7 e hidroxilazei 
(producţia relativ insuficientă de acizi biliari), s-a încercat o inducere a enzimei amintite prin 
administrarea de fenobarbital. Rezultatele au fost însă neconcludente și se pare că fenobarbi- 

. talul induce atit 7 « hidroxilaza si, respectiv producerea de acizi biliari, cit și HMG-CoA reduc- 
taza si implicit sinteza de colesterol. 

De altfel suprasaturarea cu colesterol a bilei poate surveni nu numai din canza unui defi 
cit relativ de acizi biliari în bilă dar și printr-o eliminare crescută de colesterol în bilă, astfel 
încit se depășește capacitatea de solubilizare a acestui lipoid, chiar in condiţiile unui rezervor 
normal de acizi biliari. Frecvența relativ crescută a litiazci biliare la obezi şi la subiecţii cu hi- 
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pertrigliceridemie endogenă (tip IV) se poate explica tocmai printr-o accelerare a sintezei de 
colesterol iar accentuarea riscului de litiazá colesterolicá in urma tratamentului cu clofibrat 
se datoreste favorizárii procesului de eliminare prin bilá a colesterolului de cátre terapia amin- 
titi. d A: 
Dezechilibrul intre colesterolul si acizi biliari din bilá nu constituie insi singurul factor 
implicat in patogeneza litiazei biliare. Se ştie că obezitatea, sexul feminin, hipotonia vezicii 
biliare şi procesele inflamatorii ale acesteia constituie importanți factori de risc pentru apari- 
tia litiazei, iar mucusul, celulele epiteliale descuamate, leucocitele si bacteriile din bilá pot forma 
nucleele in jurul cárora se acumulcazá cristale de colesterol precipitate din bila litogená $i care 
formează progresiv calculii biliari. Incidenfa crescută a litiazei biliare la femei si mai ales la 
cele care folosesc anticoncepfionale orale sau tablete cu estrogeni după menopauză pare a se 
datora unui efect de reducere a sintezei de acizi biliari exercitat de către estrogeni (14). 

De menționat că litiaza biliară este frecventă în ţările industrializate şi foarte rară in 
ţările în curs de dezvoltare din Africa şi America de Sud, iar acest mod de distribuţie pare a fi 
in legătură cu tipul de alimentaţie industrial, caracterizat prin abundență in calorii furnizate 
mai ales de grăsimi şi zaharuri rafinate şi mai săracă în fibre vegetale. Se consideră că astfel 
de fibre vegetale conținute mai ales în tárifele de griu ar inhiba in mod selectiv flora microbiană 
dotată cu activitate 7 « dehidroxilazică, reducind astfel procesul de formare al acizilor biliari 
secundari iar, pe de altă parte, prin fixarea acizilor biliari secundari (deoxicolic şi litocolic) 
pe fibrele vegetale le reduce absorbţia şi implicit efectul lor de supresie a sintezei de acid cheno- 
deoxicolic. Prin urmare, deşi fibrele vegetale favorizează eliminarea acizilor biliari, ele nu reduc 
rezervorul de acizi biliari intrucit sinteza acestora pe seama colesterolului este stimulată. 


V.4.3. TOXICITATEA ACIZILOR BILIARI 


Există dovezi că aceste substanțe tensioactive exercită efecte nocive 
asupra ţesuturilor neadaptate la prezenţa lor. Se incriminează astfel de 
efecte toxice ale acizilor biliari în patogeneza gastritelor, a ulcerului gas- 
tric, a diareilor din disfunctia ileonului, a pancreatitelor şi a unor mani- 
festări apărute în cursul colestazei. De menţionat că acizii biliari dihi- 
droxilati si mai liposolubili exercită efecte toxice mai puternice asupra 
membranelor celulare decît acizii biliari trihidroxilati. Acidul litocolic 
este, de asemenea, toxic, dacă eliminarea lui prin fecale este încetinită. 


Mucoasa gastrică este bine adaptată menţinerii unei soluţii cu pH 
acid împotriva gradientului de concentraţie, impiedicind retrodifuziunea 
“ionilor H+, dar este susceptibilá la efectul detergent al acizilor biliari 
care exercită un efect dizolvant asupra membranelor lipoproteice ale 
celulelor gastrice şi alterează proprietăţile fizice ale mucusului gastric. 
S-a sugerat astfel că regurgitarea de bilă si de acizi biliari (reflux. duo- 
deno-gastric) ar putea juca un rol patogen în dezvoltarea gastritei și 
ulcerului gastric si, de fapt, conţinutul în acizi biliari al sucului gastric 
este mai crescut la bolnavii cu ulcer gastric decît la subiecţii de control, 
denotind intervenţia frecventă a refluxului duodenogastric. 


Iritarea mucoasei colonului de către acizii biliari si producerea unor 
 diarei apoase în cursul malabsorbtiei acestor detergenti biologici, la ni- 
velul ileonului, a fost amintită anterior (vezi pag. 286). Există si unele 
observaţii după care iritatia cronică a mucoasei tractului gastrointestinal 
de către acizii biliari si mai ales de către unii metaboliți ai lor, dehidro- 
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genati, sub actiunea unor bacterii la nivelul inelului steroidic, ar putea 
fi incriminatá in patogeneza carcinogenezei (8, 14, 22). / 

Afectarea pancreasului de cátre acizii biliari a fost dovedità experi- 
mental. De fapt, injectarea de acizi biliari in tesutul pancreatic sau insti- 
larea lor in ductul pancreatic reproduce leziuni ale celulelor acinoase si- 
milare celor din pancreatita acuta (5, 7, 12). 


Producerea unui reflux biliopancreatic in patoiogia clinica este insa 
mai greu de dovedit iar argumentele pentru un astfci de proces sint 
mai degrabá circumstantiale. Astfel de argumente cum ar fi: asocierea 
frecventá a pancreatitei acute cu colelitiaza, existenta in numeroase ca- 
zuri a unei ampule comune biliopancreatice si evidenţierea unui reflux 
in ductul pancreatic a substantei de contrast in cursul unei colangio- 
grafii preoperatorii, efectuate in conditiile unui regim crescut de presiu- 
ne, sugereazá cá, in caz de crestere a presiunii in cáile biliare (obstruare 
prin calcul, stricturi coledociene sau spasm la nivelul sfincterului Oddi), 
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Fig. 5.10. Nivelul acizilor biliari serici Fig. 5.11. Evolutia acizilor biliari serici la 12 
(umoli/l reprezentare logaritmică) la pa- ^ bolnavi cu pancreatitá acută, care au putut fi in- 
cienti cu pancreatitá acutá (AP) sila bol- vestigafi dinamic. Pe abscisá: timpul in zi'e; pe 
navi cu afecțiuni biliare acute fără afec- ordonată: concentrația acizilor biliari in ser 
tare decelabilă a pancreasului (amilaze- (umoli/l — reprezentare logaritmică); + pacient 
mia şi amilazuria normale). (BD) Toa- cu colecistitá cangrenoasá, pancreatitá acută şi 
te cazurile au fost investigate în primele evoluţie letală. Linia orizontală întreruptă indică 
24 de ore de la debutul fenomenelor limita superioară a normalului pentru acizii biliari 
acute. HLP — pacienți hipertrigliceri- serici. . 


de mici (?) etiologie neprecizatá; + 
evolufie letalá; A colicá biliará la un 
pacient cu ciroză hepatică. Linia orizon- 
tală întreruptă indică limita superioară 
a normalului pentru acizii biliari serici. 
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(1) Reflux în ductul pancreasului 
| (2) Acizi biliari în circulație 
©) Inducere de enzime în hepatocite 


Fig. 5.12. Reprezentare schematică a implicatiilor posibile ale unui reflux biliar 
4 (detalii in text). 


se produce o refluare de suc duodenal in ductul pancreatic, avind drept 
urmare o lezare a acinilor glandulari sub actiunea acizilor biliari tensio- 
activi si o activare a fosfolipazei A» si a lipazelor pancreatice avind drept 
consecintá o dezorganizare a membranelor celulare, o lipolizá a tesutului 
adipos peripancreatic si o edematiere a pancreasului (5, 20). Daca leziu- 
nile sint deosebit de intense si de persistente, se ajunge la activarea pro- 
teazelor cu autodigestia organului si la dezvoltarea pancreatitei necroti- 
cohemoragice. 

O dovadá indirectá privind interventia unui reflux biliar in pato- 
geneza pancreatitei este reprezentatá de constatarea unei cresteri impor- 
tante. a nivelului seric al acizilor biliari in primele 24 de ore de la debu- 
tul fenomenelor acute ale unei pancreatite (10). Intrucit nivelul lor seric 
se normalizeazá in cursul urmátoarelor 48—72 de ore, este putin proba- 
bil ca o astfel de crestere tranzitorie a acestor detergenti biologici in 
circulaţia. sistemică si implicit în sîngele care irigá pancreasul. sà pro- 
ducá leziuni ale acinilor. Cresterea bruscá si importanta a acizilor biliari 
serici în cursul unei pancreatite acute de origine biliară atrage însă aten- 
tia asupra producerii unui reflux biliopancreatic cu importanţă patoge- 
nică certă (fig. 5.10—5.12). Pe de altă parte, există indicii după 
care un nivel crescut de durată al acizilor biliari în singe, asa cum sur- 
vine în ciroza biliară, ar putea contribui la instalarea fibrozei pancrea- 
tice (10). IT 
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V.4.4. ACIZII BILIARI SI COLESTAZA 


_ Aşa cum s-a mai arătat (vezi pag. 265), colestaza poate fi definita ca 
o perturbare in procesul de formare si curgere a bilei $i evolueazá cu 
o diminuare a debitului biliar. Pentru problemele tratate ín acest capi- 
tol, este important de arătat cá orice colestazá evoluează cu o creștere 
importanta a nivelului seric al acizilor biliari care pot depăși 100 umoli/l. 

În colestazele extrahepatice cauzate de o obstructie mecanică a ca- 
nalului coledoc creșterea acizilor biliari în ser este o, simplă consecinţă a 
întreruperii fluxului biliar si se asociază de la bun început cu retentia 
altor compuşi eliminaţi în mod obișnuit cu bila (colesterol, fosfolipide, 
bilirubină conjugată) şi, în consecinţă, evoluează cu toate caracterele ic- 
terului mecanic. | 

Colestazele intrahepatice ridică însă probleme de patogenezá deose- . 
bit de complexe, iar in perioadele de debut, cresterea acizilor biliari si 
pruritul consecutiv precede: apariţia icterului. Desi in stadiile avansate 
de colestazá, examinárile anatomopatologice evidentiazá acumularea de 
pigmenti biliari in hepatocite, „trombi biliari in canalicule“ precum si 
leziuni. inflamatorii sclerozante ale ducturilor biliare intrahepatice, există 
o serie de indicii cá, in multe cazuri, procesul patologic este inifiat toc- 
mai de anomalii in metabolismul acizilor biliari. Fara a putea preciza 
natura intimá a mecanismelor patogene care intervin in colestaza intra- 
hepaticá si secventa acestor mecanisme, relatam mai jos citeva fapte de 
observaţie clinică si experimentală care sugerează rolul anomaliilor aci- 
zilor biliari in patogeneza colestazei intrahepatice. 

1) Există o bine cunoscută interrelatie între excretia de acizi biliari 
si fluxul biliar apos în canaliculele biliare iar scăderea fluxului biliar 
se însoțește de creşteri ale acizilor biliari în ser. | 

2) Infuzarea sobolanilor cu cantităţi importante de acizi biliari mo- 
nohidroxilati, ca de exemplu, acidul litocolic (3 o monohidroxicolanoic) 
sau acid 3-8 monohidroxi-5 colenoic (care poate proveni şi el din coles- 
terol), oprește fluxul biliar. De notat că acizii biliari monohidroxilati au 
o solubilitate redusá iar mentinerea lor in solutie micelará, in mediul 
apos al bilei, depinde de prezenta acizilor biliari di- $i trihidroxilati. De 
“fapt, atunci cînd raportul acizi biliari di- si trihidroxilati/acizi biliari, 
monohidroxilati din bilă scade sub 1,33 si mai ales sub 0,7, animalele 
dezvoltá fenomene de colestazá. De notat cà, in serul bolnavilor cu 
colestazá intrahepaticá, acidul litocolic poate creste la valori medii de 
2 umoli/l, în timp ce în serul subiecților sănătoşi sau chiar in cazurile de 
hepatita fara componenta colestaticá, acest acid biliar monohidroxilat 
nu poate fi decelat (4). Se poate bànui deci cá o perturbare in procesul 
de hidroxilare a acizilor biliari si acumularea de compusi monohidro- 
xilati perturbá mecanismele de formare a fluxului biliar apos. EL. 

.. 3) Colestaza poate fi provocatá animalelor de experientá prin admi- 
nistrarea de a-naftilizotiocianat (ANIT), o substanta care diminuá ac- 
tivitatea enzimelor microsomale. 

Reamintim ca la nivelul microsomilor are loc procesul de hidroxi- 
lare a acizilor biliari in cadrul unor reactii in care intervine citocromul 
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Paso, precum si procesele de conjugare cu glicocolul si taurina in cadrul 
unor mecanisme dependente de ATP si coenzima A. | 

Este posibil ca si fenomenele de colestazà, observate in patologia 
clinică după administrarea unor medicamente, ca de exemplu a fenotia- 
zinelor, să se datoreze perturbării proceselor semnalate și deficitului de 
formare a miceliilor. AS i L. 


4) Administrarea de etinilestradiol determina, la şobolan, o redu- 
cere marcatá a fluxului biliar apos si implicit fenomene de colestazá. 
S-a putut ulterior preciza cá acest efect se datoreste unei cresteri a per- 
meabilitátii canaliculelor biliare, sub .actiunea estrogenilor de sintezá, 
care permite difuzarea acizilor biliari din canaliculi. spre interstitii. Se 
reduce astfel concentratia de acizi biliari din canaliculi si, ca urmare, 
scade efectul lor osmotic de atragere a apei in canalicul gi deci de for- 
mare a fluxului biliar. Aceste constatári isi gásesc un corespondent in 
'colestaza care survine la unele femei în ultimul trimestru de graviditate 
sau după folosirea de anticonceptionale orale sau de 17-metiltestosteron. 
Întrucît fenomenele de colestazá apar doar la un mic procent de femei 
care utilizează substanţele amintite, se bănuieşte o susceptibilitate par- 
ticulară condiționată genetic. — . . ' "e Sf "IN 
.. . 5) Golestaza intrahepatică progresivă sau boala lui Byler furnizeaza 
un. alt exemplu de colestazá functionalá consecutivá unei ‘anomalii in 
economia acizilor biliari. Această boală cu caracter genetic care debu- 
 teazá în prima copilărie si evoluează spre deces înaintea vîrstei de 8 ani, 
se caracterizeazá. prin steatoree, hepatomegalie, hipotrofie staturalá, ra- 
hitism, creşterea nivelului seric al acizilor biliari si prurit. intens. Meca- 
nismul.patogenic constă dintr-un defect sever de transport al acizilor bi- 
liari prin membrana canaliculelor biliare, respectiv din deficitul genetic 
de sintezá a unei proteine transportoare care asigurá transferul acizilor 
biliari din hepatocite in canalieulele biliare. 

6) La mecanismele amintite se pot adăuga procese inflamatorii care 
duc la compresiunea ducturilor biliare precum si lezarea prin mecanism 
autoimun a acestor ducturi care se fibrozeaza. ! 

"În lumina datelor prezentate se poate sugera că anomalii în hidro- 
xilarea acizilor biliari si în transportul lor din hepatocite spre ducturile . 
biliare sau difuzarea acestor detergenti biologici din canaliculi spre he- 
patocite sau in interstitiu au drept urmare o scădere a fluxului biliar 
apos si o încetinire, a excretiei de acizi biliari a căror concentraţie scade 
în bilă dar crește în hepatocite si în ser. Scăderea fluxului biliar apos 
duce la înnoroirea bilei din canaliculi unde se formează trombi biliari 
stagnanti și se aiunge la lezarea microvililor. "e | 

Acizii biliari tensioactivi acumulati in interstitiu dizolva fragmente 
din membrana plasmaticá a hepatocitelor care trece in plasmá impreuná 
cu enzime membranale, asa cum, sînt fosfataza alcalină si y-glutamil- 
"transferaza. Cresterea in plasma a acestor enzime indicatoare ale coles- 
tazei se realizeazá insá si printr-un proces de inducere (vezi pag. 190). 
De altfel si sinteza unor factori' ai coagulării este stimulată in cursul 
colestazei intrahepatice (6). Cu timpul se afectează și eliminarea biliru- 
"“binei conjugate astfel încît sindroamele colestatice, evoluînd la început 
doar cu creşterea nivelului seric de acizi bilari și a enzimelor indica- 
toare ale colestazei, ajung să prezinte icter. Totodată funcţia hepatoci- 
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telor se altereazá progresiv, iar prin inlocuirea parenchimului hepatic 
cu tesut fibros si dezorganizarea arhitecturii ficatului, se ajunge la as- 
pectul de ciroză biliară (4, 9, 18). 


Datele relatate cu privire la rolul posibil al anomaliilor in economia acizilor biliari, avind 
drept efect reducerea fluxului biliar apos, nu acoperá decit partial complexitatea mecanismeloe 
care intervin in patogeneza colestazei intrahepatice şi în dezvoltarea cirozei biliare. 

Recent, s-a putut demonstra că aproximatiy 84% dintre bolnavii cu ciroză biliară pri- 
mitivă prezintă un deficit marcat al proceselor de sulfoxidare care se repercută negativ asupra 
funcţiei antitoxice a ficatului. De fapt, reducerea producţiei de sulfat anorganic endogen, 
provenit din oxidarea cisteinei sub acţiunea cisteinoxidazei (din sistemul oxidoreductazelor 
microsomale cu funcții mixte) (vezi pag. 190), perturbă procesul de sulfoconjugare a unor me- 
taboliti cu efect colestatic. S-a arătat de altfel că sulfoconjugarea acidului litocolic şi a unor 
produși de metabolism ai estrogenilor le reduce, in mare măsură, activitatea colestatică si he- 
patotoxicitatea (27), l 

Reamintim faptul că in ciroza biliară primitivă se constată foarte frecvent anomalii imuno- 
logice cum ar fi creșterea imunoglobulinclor M (IgM), prezența în ser a anticorpilor antimito- 
condriali si scăderea activitátii in vitro a limfocitelor T supresoare. 

Mecanismele prin care aceste anomalii ale imunitáfii ar putea interveni in dezvoltarea 
cirozei biliare primitive sint neclare si de altfel nici rolul lor patogen nu a fost incá dovedit cu 
certitudine (28). | 


a XA,5. ACIZII BILIARI CA TEST DE EXPLORARE 
FUNCTIONALA A FICATULUI 


.. Acest-aspect a fost tratat într-un capitol anterior (vezi pag. 243); Reamintim cŠ nivelul 
seric al acizilor biliari poate să crească nu numai ca urmare a colestazei dar şi datorită unei in- 
suficiente hepatice. Fenomenul iși găsește o explicaţie prin incapacitatea ficatului de a capta 
acizii Liliari reabsorbiţi din intestin si care trec astfel prin venele suprahepatice în circulația 
sistemică. Întrucit perturbarea mecanismului de mai sus este mai importantă decit reducerea 
capacităţii de sinteză a acizilor biliari in hepatocite, rezultanta este o creştere a nivelului 
lor seric, care pare să fie, în mare măsură, dependentă de gravitatea insuficienfei hepatice (vezi 
fig. 5.13 şi 5.14 şi tabelul 5.6). 

Reamintim şi cu acest prilej că nivelele crescute de acizi biliari pot fi depistate mai ales 
după două ore de la un prinz de probă bogat in grăsimi (17). 


| V.&6. ACIZI BILIARI ÎN HIPERLIPOPROTEINEMII 


Aşa cum s-a arătat anterior (vezi pag. 202), metabolismul acizilor biliari este strins legat 
de cel al colesterolului, si, de fapt, diversele tipuri de hiperlipoproteinemic asociate cu variate 
anomalii în metabolismul colesterolului prezintă totodată si anumite particularităţi în econo- 
mia acizilor biliari. f 

Asa de exemplu, in Aipercolesterolemia familială (tip II-a), in care deficitul de receptori 
are ca urmare o încetinire a captării si catabolizării B-lipoproteinclor (vezi şi pag. 53), se consta- 
tá totodatá si o incetinire a transformárii colesterolului in acizi biliari. De fapt, sinteza de acid 
colic este mai scázutá declt la normali, fiind partial compensată de o creştere a producfiei de 
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Fig. 5.13. Comportarea nivelului seric al acizilor biliari (A) în umoli/l si al colinesterazei se- 
‘rice (B) in pmoli/ml/h la subiecti normali (N), la bolnavii cu hepatită cronică activă (HCA) 
a pacienţii cu ciroză hepatică compensată (CHC) si la cei cu ciroză heptică decompensatá (CHD). 
Se poate vedea că alterarea funcțiilor hepatice evidenţiate prin scăderea progresivă a activită- 
tii colinesterazei serice (CHE) se însoţeşte de o creștere a nivelului seric al acizilor biliari (Ac. 
Bil.). La cazurile prezentind fenomene accentuate de colestază, creşterea acizilor biliari este 
disproporționat de mare față de alterarea funcţiilor hepatice, respectiv față de gradul re- 
lativ moderat de scădere a colinesterazei serice, iar nivelul factorilor coagulárii, sintetizati de 
ficat, poate fi chiar crescut. 


acid chenodeoxicolic. Terapia acestui tip de hiperliporproteinemie prin administrarea de choles- 
tiramină se bazează tocmai pe întreruperea circuitului enterohepatic al acizilor biliari pe care-i 
fixează în intestin, dereprimindu-se astfel colesterol 7 a-hidroxilaza si crescind producția de 
acizi biliari pe seama colesterolului (vezi pag. 69 si fig. 5.5). 

La multi bolnavi cu hiperlipoproteinemie tip IV, evoluind cu accelerarea proceselor de 
sinteză si turnover a lipoproteinelor si a colesterolului, se constată, totodată, şi o decelerare 
a sintezei de acizi biliari si in special de acid colic. Producţia de acizi biliari se corelează cu greu- 
tatea corporală si cu nivelul trigliceridelor serice şi are tendinţa de revenire la normal prin slá- 
bire şi în urma tratamentului cu clofibrat. Deoarece însă producția de colesterol si eliminarea 
de colesterol în bilă sint şi ele crescute, ne putem astfel explica atit creşterea moderată a-coles- 
terolemiei cit si marea tendință la litiaza biliară a subiecţilor cu: hipertriglăceridemie 
endogenă (9, 11). END. + FR ku pw A » ig 

Interrelatia dintre metabolismul sterolilor si cel al acizilor biliari reiese şi din studiul 
xantomatozei cerebrotendinoase. Această boală genetică, evoluind cu fenomene neurologice $i. 
caracterizată printr-o acumulare de steroli (colesterol şi colestanol), in țesuturi (creier, plámini 
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Fig. 5.14. Testul de toleranţă endogenă la acizi biliari la un subiect nor- 
mal, la un pacient cu hepatitá cronicá stabilizatá (HCS) si la un[bolnav 
cu hepatită cronică activă (HCA). Pe ordonată concentrația acizilor, biliari 
serici in umoli/1. Acizii biliari au fost determinaţi inainte si după un prinz 
bogat in grásime. Se poate vedea cá prin acest test de incárcare se accen- 
tuează anomaliile prezentate de acizii biliari serici, astfel incit se pot. 
depista valori postprandiale crescute chiar si la pacientul cu HCS la care 
nivelul bazal al acizilor biliari serici era la limita superioará a normalului ; z 
pe — timpul in minute. 


si tendoane), se datoreste unui deficit in sinteza de acizi biliari si mai precis în procesul de oxidare 
a lanţului lateral la carbonul 26, Perturbarea sintezei acizilor biliari scoate din joc mecanismul 
de feed-back negativ exercitat de aceştia asupra HMG-CoA reductazei $i a sintezei de steroli. 
De notat cá datoritá marii tendinfe de depunere in fesuturi a sterolilor, nivelul plasmatic al 
colesterolului nu este crescut (23). 
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